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Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit ist der Autor Prof. 
Dr. Ernst Maschmann, unerwartet einer schweren Krankheit erlegen. 

Professor Maschmann, der fast 22 Jahre lang dem Forschungs- 
institut fiir Chemotherapie angehérte und dessen Biochemische Ab- 
teilung leitete, hat seine ganze Arbeitskraft in erster Linie der Bio- 
chemischen Forschung gewidmet. Die Ergebnisse seiner Arbeiten, 
welche die Chemie der bakteriellen Gifte und Fermente sowie die 
tierischen Peptidasen und deren Rolle bei experimentell erzeugten 
Krankheiten (Krebs bzw. Kropf) betrafen, sind zum groBen Teil in 
dieser Zeitschrift veréffentlicht. Wir betrauern in ihm einen wert- 
vollen Mitarbeiter und hervorragenden Forscher, dessen Arbeiten 









wichtige neue Erkenntnisse gebracht haben und in dessen Publi- 





kationen eine Fille von Einzelergebnissen zu finden sind, die noch 
vielen Forschern bei der Weiterarbeit an diesen Problemen grobe 







Dienste leisten werden. 


Prof. Dr. R. Otto, Geh, Med.-Rat. 
Frankfurt a. M. 









Prof. Dr. W. Grassmann, 





Dresden. 









Zur besseren Differenzierung der Enzymbindungen in der Zelie 
hat R. Willstdtter® die alteren Begriffe Endo- und Exo-Enzym noch 
durch die Begriffe Lyo- und Desmo-Enzym erganzt. Man versteht 






heute unter Exo-Enzymen Sekretions-Enzyme, unter Lyo-Enzymen die 
in der Zelle in geléstem Zustand oder léslich vorhandenen Enzyme, 
unter Desmo-Enzymen die ,,protoplasmatisch gebundenen*, erst durch 









1 Herrn Geheimrat Prof. Dr. Richard Otto, dem Direktor des Forschungs- 
instituts fiir Chemotherapie, zum 70. Geburtstag. 2 XVI. Mitt., Naturwiss. 
30, 565, 1942. 3 R, Willstatter uu. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
203, 189, 1931: 209, 38, 1932; 229, 241, 1934: vgl. auch HF. Bamann u. 
W. Salzer, Lyo- und Desmo-Enzyme, Ergebn. d. Enzymforsch, 7, 28, 1938. 
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gewisse Vorginge meist proteolytischer Art léslich werdenden 


Enzyme und unter Endo-Enzymen die ,,durch Einlagerung im Zell- 
geriist’’ unldslichen Enzyme. (Urspriinglich bezeichnete man die 
intracellular titigen Enzyme ganz allgemein als Endo-Enzyme.) Obwohl 
die Begriffe fiir ,,naturgegebene Zustinde‘* und nicht ,,fiir ein prak- 
tisches Extraktionsresultat® gelten, miissen sich Aussagen z. B. iiber 
die Bindungsverhiltnisse intracellulirer Peptidasen doch auf das Er- 
gebnis von Extraktionsversuchen stiitzen. In diesem Falle werden die 
Versuche noch dadurch erschwert, daB sie aus methodischen Griinden 
nicht unmittelbar mit frischem Material (Organ- und Tumorbrei) aus- 
gefiihrt werden kénnen, sondern da dies mit getrocknetem Material 
(Organ- und Tumorpulver) geschehen mu8. Trotz dieser ,,Schwiiche* 
sind wir der Ansicht, durch unsere Versuche mit getrockneten Organen 
und Tumoren iiber die Bindungen der Peptidasen in vivo so genaue 
Auskunft erhalten zu haben, wie dies in vitro iiberhaupt méglich ist. 

Kenntnisse iiber die intracelluliren Bindungen der Peptidasen und 
ihr Lésungsverhalten sind aus verschiedenen Griinden notwendig. Wir 
muBten uns solche verschaffen, um beispielsweise zu wissen, ob man 
berechtigt ist, aus dem Peptidasengehalt von Glycerinausziigen aus 
Organen und Tumoren (frischer Organ- und Tumorbrei) auf den der 
Organe und Tumoren selbst zu schlieBen. Denn nur dann, wenn die 
Léslichkeit bzw. Bindung der betreffenden Enzyme iiberall gleich oder 
doch sehr ahnlich ist, sind Riickschliisse erlaubt und vergleichende 
Untersuchungen tiber den Peptidasengehalt tierischen Materials ver- 
schiedener Herkunft erst méglich. In der vorliegenden Mitteilung 
wird nun gezeigt, daB die intracelluliren Bindungsverhiiltnisse der 
untersuchten ,,natiirlichen’’ und ,,unnatiirlichen’’ Dipeptidasen wie 
der , natiirlichen‘* Aminopolypeptidasen so sind, daB diese Forderung 
weitgehend erfillt und somit die Grundlage fiir vergleichende Unter- 
suchungen des Peptidasengehalts von Organen (Leber, Niere) und 
Tumoren (Impfgeschwiilste der Maus und Ratte!) gegeben ist. 

Die (wie gesagt aus methodischen Griinden) notwendige Uberfiihrung 
des Organ- und Tumorbreies in Pulverform durch Entwiissern geschah 
zur besseren Einsicht in die dabei ablaufenden, die Peptidasen be- 
treffenden Vorgiinge auf zwei verschiedene Arten: rasch (..schlagartig**) 
durch Aceton, schonend im gefrorenen Zustand iiber P.O; im Hoch- 
vakuum. Der EinfluB dieser MaBnahmen auf die verschiedenen Pepti- 
dasen beziiglich ihrer Wirksamkeit und deren Aktivierung durch be- 
stimmte Metalle bzw. Hemmung durch Komplexbildner, vor allem abers 


1 Wie sie in der IV., V., X., XII., XIII. und XV. Mitt. dieser Reihe, 
diese Zeitschr. 309, 179, 1941; 310, 28, 1941; 311, 252, 1941/42; 311, 374, 
1942; 313, 129, 156, 1942, mitgeteilt sind. 
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beziiglich ihrer Léslichkeit wurde sorgfaltig verfolgt. Dabei konnte 
folgendes festgestellt werden: Bei der ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung* 
wird das Wirkungsvermégen fiir die benutzten Di- und Tripeptide nicht 
oder kaum nennenswert geschadigt, wahrend durch die Aceton-Trock- 
nung das Wirkungsvermoégen fiir alle Peptide ziemliche, fiir bestimmte 
sogar sehr starke EinbuBe erleidet. Am empfindlichsten zeigen sich in 
den untersuchten Beispielen die Tragerproteine des AGG.- und GGG..- 
Spaltungsvermégens gegentiber Aceton als Entwasserungsmittel'. Der 
Wirksamkeits-Verlust nimmt mit der Dauer und Intensitat der Aceton- 
Behandlung zu. Die auftretenden Schadigungen sind weitgehend von 
der Herkunft (Tierart) der Peptidasen abhangig. Ob dieses herkunft- 
bezogene, verschiedene Verhalten gleichwirkender Enzyme mit der 
anzunehmenden Artspezifitat ihrer Tragerproteine oder mit Einfliissen 
verschiedenartiger Begleitstoffe zusammenhangt, ist noch nicht klar. 
Ursache der Peptidasen-Schadigungen sind Denaturierungs-Vorgange, 
die an den Tragerproteinen ablaufen: Zuweitgehende sind irreversibel, 
weniger eingreifende durch .,Wassereinlagerung’: wieder riickgangig zu 
machen. Darauf weist besonders die folgende Beobachtung hin: Von 
dem untersuchten , natiirlichen’’ Dipeptidasen wird das AG.-spaltende 
Enzym am starksten inaktiviert. Die Wirksamkeits-EinbuBe kann 
durch Metall nicht wieder riickgaingig gemacht werden. Wasser dagegen 
vermag dies: denn das AG.-Wirkungsvermégen wasseriger Ausziige aus 
Organ- und Tumorpulver bzw. die Summe der AG.-Wirksamkeit aus der 
Lésung und dem erschépfend extrahierten Pulver ist vielfach, aber 
nicht immer, gréBer als das des Ausgangspulvers?2. 

Beziiglich des Verhaltens der peptidatischen Wirksamkeit der Organ- 
und Tumorpulver gegen Metulle und Komplexhildner kann gesagt 
werden, da dieses mit dem der Enzyme in wasserigen wie in glycerin- 
haltigen Auszitigen aus frischem und getrocknetem Material und in 
reineren Praparaten daraus gleichsinnig ist. Auch die wahrend der 
Aceton-Trocknung unléslich gewordenen Peptidasen unterscheiden 
sich in nichts von den dabei léslich gebliebenen. 

Was die Haltbarkeit der in den Trockenpulvern aus Organen und 
Tumoren vorliegenden Peptidasen betrifft, so erwies sie sich weniger gut 
als wir angenommen hatten. Schon nach kurzer Zeit nimmt ihre Wirk- 
samkeit merklich ab. Da diese Wirksamkeits-Abnahme in der Regel 
nicht mehr riickgangig zu machen ist, mu} angenommen werden, dab 
die Peptidasen wahrend des Lagerns der Pulver allmahlich zerstort 
werden, und zwar auch hier infolge einer bei den einzelnen Peptidasen 

' Gegen Aceton als Fallungsmittel verhalten sich die Peptidasen ahnlich. 
— 2? R. Willstaiter u. M. Rohdewald beschreiben bei der Amylase eine sehr 
ahnliche Beobachtung; z. B. Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 241, 1934. 
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verschieden rasch verlaufenden irreversiblen Denaturierung der Trager. 
proteine. Diese Vorginge nehmen bemerkenswerterweise in dem 
schonend entwasserten Material (,,Gefrier-Vakuum-Trocknung*) gréBer 
AusmaBe an als im Aceton getrockneten, durch Denaturierune der 
_ stabilisierten‘' Material. Im  Aceton- 
Praparat unterliegen z. B. die LG.- und LGG.-spaltenden Peptidasen 
wihrend der Aufbewahrung keiner weiteren nennenswerten Inakti- 
vierung mehr, wahrend sie in den durch ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung*’ 
gewonnenen Praparaten noch ziemlich an Wirksamkeit einbiiBen. 

Von den Beobachtungen tiber die Léslichkeit der Peptidasen in 


Proteine schon weitgehend 


Organ- und Tumorpulvern soll hier nur das Wichtigste angefiihrt 
werden. Es wurde gefunden, da die T'emperatur und Dauer der Ex- 
traktion keinen wesentlichen EinfluB auf das Lésungsverhalten dieser 
Enzyme austiben. Nur bei gewissen Organpulvern und = bestimmten 
Peptidasen fiihren die Erhéhung der Temperatur und die Verldangerung 
der Extraktionsdauer zu einer geringfiigigen Hrhéhung der Ausbeute 
bzw. zur vollstandigen Enzymextraktion, bei anderen Pulvern und 
Peptidasen dagegen zu einer deutlichen Verringerung des Peptidasen- 
Gehalts der Ausziige. In der Regel wird der gr6Bte, mindestens aber 


der gréBere Teil der Peptidasen schon unter sehr gelinden Frei- 
legungs-Vorginge ausschlieBenden — Bedingungen durch Wasser aus 


den Trockenpulvern herausgelést: Es geniigen hierzu 6° und 10 Minuten 
Einwirkungsdauer. 

Zwischen der Léslichkeit der Leber- und Tumorpeptidasen einer- 
seits, der Nierenpeptidasen andererseits bestehen deutliche, wenn auch 
geringe Unterschiede: Von den letzteren ist ein etwas gréBerer Anteil 
als von den ersteren schwerer bis unléslich. Auch im Lésungsverhalten 
der , natiirlichen*‘ und ,,unnatiirlichen’* Dipeptidasen treten Unterschiede 
auf: jenesind — mit Ausnahme der d-LG.-, G-d-L.- und G-d-A.-spalten- 
den Enzyme der Mausetumoren (Carcinom und Sarkom) etwas 
leichter léslich als diese. 

Die fiir die Beurteilung der Bindungsverhiltnisse im groBen ganzen 
unbedeutenden Unterschiede im Lésungsverhalten der einzelnen Pepti- 
dasen sind nicht immer gleich und unterliegen dauernden Schwan- 
kungen, und zwar nicht nur von einer Tierart zur anderen, sondern auch 
von Individuum zu Individuum einer Art. Dieses innerhalb bestimmter 
Grenzen wechselnde Verhaltnis von leicht léslichem zu schwerer bzw. 
unléslichem Anteil das aber immer sehr zugunsten des ersteren 
liegt ist als Ausdruck physiologischen Geschehens zu werten. 

Dab im Vergleich zu den durch ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung* 
gewonnenen Praparaten in den Aceton getrockneten, besonders in 
den von Nieren stammenden Praparaten die Léslichkeit der Peptidasen 
merklich abgenommen, die Bindung scheinbar an Festigkeit zugenommen 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. NVII. > 
hat, hangt mit der mehr oder minder weitgehenden Denaturierung der 
Proteine, einschlieBlich der Tragerproteine, durch Aceton zusammen. 
Extraktionsversuche mit Aceton-Trockenpulvern geben demnach ein 
.falsches Bild** von den in vivo herrschenden Bindungs-Verhaltnissen, 

Bei den durchgefiihrten Extraktions-Versuchen haben wir nicht 
den Eindruck gewonnen, als ob Freilegungs-Vorginge beim In-Lésung- 
Gehen der Peptidasen im Vordergrund stiinden, ja nicht einmal eine 
besondere Rolle spielten. In der Regel ist der gréBte Teil der Leber-, 
Nieren- und Tumor-Peptidasen in geléstem oder leicht léslichem Zustand, 
also als Lyo-Enzyme, vorhanden, und nur ein geringer Teil — der bei 
den Nierenpeptidasen etwas gréBer ist als bei den Leber- und Tumor- 
Peptidasen — liegt als Desmo- bzw. Endo-Enzyme vor. Vielleicht stellt 
dieser gewissermaBen das Reservoir dar, aus dem die gelésten und tatigen 
Enzyme fortlaufend ergainzt werden, oder es sind gerade neu gebildete 
Peptidasen. 

Wir sind ferner der Ansicht, daB die Léslichkeits- bzw. Bindungs- 
Verhaltnisse der Peptidasen mégen sie auch innerhalb enggesteckter 
Grenzen stindigem Wechsel unterworfen sein zur Annahme berech- 
tigen, da der Peptidasen-Gehalt der Glycerinausziige aus (frischem) 
Leber-, Nieren- und Tumorbrei (der mit dem durch ,,Gefrier-Vakuum- 
Trocknung” dargestellter Priparate sehr gut iibereinstimmt) mit dem 
Peptidasen-Gehalt der Organe und Tumoren selbst gleichzusetzen ist 
und daB deshalb Riickschliisse und Vergleiche in der von uns durch- 
veftihrten Art sehr wohl erlaubt sind. 

Unsere Angaben beziehen sich auf die ,natiirlichen’’ LG.-, AG.-, 
GA.-, GL.-, GG.-, LGG.-, AGG.-, und GGG.-spaltenden Peptidasen 
und die ,,wnnatiirlichen’*! d-LG.-, G-d-L.- und G-d-A.-spaltenden 
Dipeptidasen. 

Beschreibung der Versuche, 
I. Ausgangsmaterial und Methodisches. 

Um die intracellularen Bindungsverhaltnisse ,natiirlicher’ wie 
unnatiirlicher’’ Dipeptidasen und , natiirlicher’’ Aminopolypeptidasen 
kennenzulernen, benutzten wir Lebern und Nieren von Kaninchen, 
Meerschweinchen und Ratten, sowie Mause-Carcinome, -Sarkome und 
Ratten-Sarkome. Die Tumoren verdanken wir der Krebs-Abteilung 
unseres I[nstituts. Da aus technischen Griinden das _ peptidatische 
Wirkungsvermégen von (frischem) Organ- und Tumorbrei nicht exakt 
zu ermitteln war, muBte dieser in eine Form gebracht werden, die fiir 
quantita ives Arbeiten geeigneter ist. Dies konnte nur durch Trocknen 
des Breies geschehen. Um den Einflu®BS: der Trocknungsart auf das 


1 Vel. daruber XV. Mitt. dieser Reihe, diese Zeitschr. 3813, 156, 1942. 
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peptidatische Wirkungsvermégen feststellen zu kénnen, wurde det 
Organ- und Tumorbrei je zur Halfte — oder wenn wir noch Glycerin- 
ausziige aus dem Brei darstellten, je ein Drittel — rasch (schlagartig) 
mittels Aceton oder schonend durch die sogenannte Gefrier-Vakuum- 
Trocknung entwassert. 

‘1. Trocknung. 

a) Rasche Trocknung durch Aceton. Das nach dem Tode des Tieres 
durch Entbluten sofort entnommene Material wurde rasch zerkleinert, 
um méglichst bald mit 5 Teilen Aceton tibergossen zu werden; nach 
6fterem Durchschiitteln saugte man nach etwa 10 Minuten ab. Der 
Riickstand wurde nochmals 15 Minuten lang mit 5 Teilen Aceton be- 
handelt, abgesaugt und tiber P,O; im Exsiccator nachgetrocknet. Das 
Trockengut lieB sich ohne weiteres mit einem Pistill durch ein feines 
Seidensieb reiben und so — ohne nennenswert mechanisch beansprucht 
zu werden und dadurch Enzymverluste zu erleiden staubfein ge- 
winnen. Bindegewebsteile blieben zuriick. 

b) Schonende Trocknung im gefrorenen Zustand iiber P.O; im Hoch- 
vakuum {(,,Gefrier-Vakuum-Trocknung‘‘)!. Die gréBeren Organe (Ka- 
ninchen- und Meerschweinchen-Lebern) wurden rasch in mehrere 
Scheiben zerschnitten, die Nieren insgesamt und das vom nekrotischen 
Material befreite Tumorgewebe direkt in festes CO, gepackt, durch- 
frieren gelassen und dann tiber P.O; im Hochvakuum entwassert. Die 
Trocknung erfolgte innerhalb weniger Stunden. Durch den raschen 
Entzug des Wassers bleibt das Gewebe auch noch nach Stunden ziem- 
lich kalt. Soleches Trockenmaterial laBt sich leicht durchs Seidensieb 
reiben und staubfein gewinnen. 


2. Bereitung der Ausziige. 


a) Mit Glycerin aus Organ- und Tumorbret. Vom Organ- baw. 
Tumorbrei wurde 1 Teil mit 2 Teilen Glycerin (DAB. 6) 2 Tage bei 
Zimmertemperatur unter 6fterem kraftigem Umschiitteln stehen- 
gelassen, dann das Ungeléste bei 10000 U/min abgeschleudert und der 
Extrakt filtriert. 

bh) Mit Wasser aus Organ. und Tumorpulver. Zur Peptidasen- 
Extraktion aus Organ- und Tumorpulver nahmen wir Wasser an Stelle 
von Glycerin, und zwar aus folgenden Griinden: Mit Wasser laBt sich 
quantitativer arbeiten, vor allem aber kénnen die nach der Extrakt- 
bereitung anfallenden, ungelést gebliebenen Gewebsreste sofort wieder 
durch kurze Behandlung mit Aceton oder nach dem Einfrieren tiber 
P.O; im Hochvakuum getrocknet werden. Wasser ist bei kurzer Ex- 


1 Vgl. dazu R. Willstatteru. M. Rohdewald, Enzymologia 1, 213, 1936/37, 
und zwar S. 235. 
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traktionsdauer auch dem Glycerin tiberlegen, dagegen ist die Haltbarkeit 
cer Peptidasen in wasserigen Ausziigen eine viel schlechtere als in 
glycerin-haltigen. Man muB deshalb den Peptidasen-Gehalt wasseriger 
Ausziige méglichst bald nach ihrer Gewinnung untersuchen und standig 
ihr pu tiberwachen, das immer wieder in den sauren Bereich absinkt. 

Extrahiert wurde | Teil Pulver mit 10 Teilen Wasser vom py 8 
wahrend verschiedener Zeiten (10 bis 120 Minuten lang) und bei ver- 
schiedenen Temperaturen (0, 20 und 40%). Die Suspension wurde 6fters 
gut verrithrt oder dauernd gelinde geschiittelt; die Art der Durch- 
mischung hatte keinen nennenswerten EinfluB auf die Enzym-Ausbeute. 
Die ungelést gebliebenen Gewebsreste schleuderte man bei L0000 U /min 
mit einer wassergekiihlten Zentrifuge ab und behandelte sie noch 
zWeimal unter den gleichen Bedingungen mit Wasser, so daB Organ- 
und Tumorpulver insgesamt dreimal ausgezogen wurden. Was dann 
noch an Gewebsresten zuriickblieb, entwasserte man wenn sie von 
Aceton-Trockenpulvern stammten dureh kurze Aceton-Behandlung 
oder — wenn sie von Gefrier-Vakuum-Pulvern herriihrten nach dem 
Einfrieren im P.O,-Exsiccator im Hochvakuum. Wenn notwendig, 
wurden diese getrockneten Riickstande durchs Seidensieb gerieben. 

Auf eine bei der Extraktion der Tumorpulver gemachte Beobachtung 
sei hier kurz hingewiesen: Bei der Bereitung der Wasserausziuge aus Leber- 
und Nierenpulver bestand dieses auch noch nach dem 3. Auszug aus feinsten, 
gequollenen Partikeln; dagegen flossen das gequollene Carcinom- und 
Sarkompulver bei der 2. oder spatestens bei der 3. Extraktion zu einer 
schleimigen, kompakten Masse zusammen, die sich beim Trocknen schaumig 
aufblahte und zerrieben werden muBte. 


3. Bestimmung des peptidatischen Wirkungsvermégens. 


Dieses wurde hier wie in allen fritheren Mitteilungen dieser Reihe 
fiir mehrere ,,natiirliche’’ wie ,,unnatiirliche’* Dipeptide und _,,natiir- 
liche** Tripeptide ermittelt. Zu diesem Zweck bestimmten wir die bei 
der Spaltung unter bestimmten Bedingungen freigesetzten Carboxyl- 
gruppen nach Willstatter-Waldschmidt-Leit: mit Thymolphthalein als 
Indikator. Die Spaltungstemperatur betrug bei allen Versuchen 40°, 
die Spaltungsdauer bei der Bestimmung der ,.natiirlichen‘’ Pepti- 
dasen 1 Stunde, der ,,unnatiirlichen’* Dipeptidasen 20 Stunden (Toluol). 
Die Spaltung wurde bei pu 8 (ohne pufferndes Salzgemisch) 
in Ab- und Anwesenheit bestimmter, fiir die Wirksamkeit der Peptidasen 
optimaler Metalle durchgefiihrt: bei dep ,,nattirlichen’: unter aeroben, 
bei den ,,unnatiirlichen* unter anaecroben Bedingungen (Cystein-Zusatz, 
No im Mebkélbchen). 

Die Bestimmung des peptidatischen Wirkungsvermégens von 
Organ- und Tumorpulver ist ebensogut méglich wie diejenige des 














ia ai Ran aie 


8 E. Maschmann : 


Wirkungsvermégens wasseriger und glycerin-haltiger Ausziige. Anstatt 
zu pipettieren wiegt man die anzuwendende Menge des Pulvers ins 
MebBk6lbchen ein und hat nur durch Schiitteln im Thermostaten ftir 
eine gute Durchmischung der Suspension zu sorgen. Dabei geht all- 
mahlich ein gewisser, mit der Versuchsdauer zunehmender Teil der 
Peptidasen in Lésung: Man mibBbt demnach bei der Verwendung von 
Organ- und Tumorpulver die Wirkung der in die Lésung diffundierten 
Peptidasen in Anwesenheit der Gewebsreste und von noch an diesen 
haftenden Peptidasen. 


Tabelle 1. Vergleich der peptidatischen Wirksamkeit von Glyce- 
rinauszigen aus (frischem) Organbrei mit der Wirksainkeit von 
Organpulvern. 

Praparate: Es wurden 1. 15 eisgekiihlte Rattenlebern rasch durch eine tief- 
gekiihlte Fleischmaschine getrieben und 2. 30 eisgekiihlte Rattennieren 
(von den gleichen Tieren) mit der Schere rasch zerkleinert, der Leber- und 
Nierenbrei in drei Teile geteilt und a) durch Gefrier-Vakuum-Trocknung, 
b) durch Aceton entwassert und ¢c) mit 2 Teilen Glycerin (DAB. 6) tibergossen, 
unter 6fterem Schiitteln wahrend 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehengelassen, dann bei 10000 U/min zentrifugiert und filtriert. 





Angewandte Mengen im 5-cem-Ansatz 








Lebern Nieren 
Substrat a | ores : 
P, O;5- Aceton- P, O;- Aceton- 
Auszug Pulver Pulver Auszug Pulver Pulver 
ecm mg mg cem mg mg 
Te Serer 0,05 5 5 0,075 7.5 7.5 
yt ea 0,10 10 10 0,025 2,5 2,5 
1 ES aE 0,10 10 10 0,025 2.5 2.5 
MAES Coen eaces 0,05 5 5 0,075 7,5 7,5 
Co ere 0,10 10 10 0,075 7,5 7,5 
Set ss asok 3 0,10 10 10 0,075 7.5 7,5 
Spaltung (ecm n/20 KOH) durch 
Lebern Nieren 
Substrat Zusatz ae Nt iB, a EE KN eh RSS CHORE Ria Sao ee BCE BE ee 
P, O5- Aceton- ‘ P,O;- Aceton- 
Auszug Pulver Pulver Auszug Pulver Pulver 
ecm mg mg ecm mg mg 
LG { 0,24 0,22 0,22 0,81 0,57 0,33 
ee reed | Mn 1,26 123 L27 1,42 1,56 1,01 
AG | 1,16 1,10 0,76 1,39 1,43 0,56 
iis ince ghee Sachs \ Mg 1,38 1,41 1,12 1,16 1.59 6,54 
GG 0,21 0,20 0,18 0,10 O,24 0,12 
ore ae Co 1,33 1,32 0,87 0,87 1,25 0,84 
LGG { 0,64 0,59 0,36 1;29 1,10 0,60 
sop trate | Mn 1,30 1,25 1,15 1,50 1,28 1,16 
oa os, - 1,25 1,17 O19 1,89 1,80 0,25 
CNG 5553s . | 0,47 0,47 0,06 0,83 0,86 0.16 
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Als Beispiel der guten Uhereinstimmung des peptidatischen Wirkungs- 
vermoégens von Glycerinausziigen aus (frischem) Organbrei und von 
Organpulvern, die durch  ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung’ gewonnen 
wurden, diene Tabelle I. 

Diese Tatsache darf als Beweis fiir die so gut wie vollstandige 
Kxtraktion der Peptidasen aus frischem Material durch Glycerin gelten, 
wie auch fiir die weitgehende Erhaltung der Peptidasen bei der ,,Gefrier- 


Vakuum-Trocknung’. Nur sind diese im Trockenpulver im Gegen- 
satz zu denen im Glycerinauszug nicht sehr bestandig. 


4. Substrate und Zusatzstoffe. 


Dartiber unterrichten friihere Angaben, auf die wir hier verweisen!. 


II. Verhalten der Peptidasen im entwisserten Material. 


Im Zusammenhang mit den Versuchen tiber die Peptidasen- 
Bindung haben wir auch die in den entwasserten -und gepulverten 
Organen und Tumoren vorliegenden Peptidasen beziiglich ihrer Be- 
stdndigkeit darin, ihrer Aktivierbarkeit durch Metalle und ihrer Hemmbar- 
keit durch Komplexbildner etwas naher untersucht. Auf ihre Aktivier- 
barkeit durch Metalle braucht nicht besonders eingegangen zu werden, 
denn sie geht aus allen Angaben dieser Mitteilung ohne weiteres klar 
hervor. Dagegen sollen hier einige Angaben iiber die Bestandigkeit der 
Peptidasen im Trockenpulver wahrend seiner Aufbewahrung und iiber 
den EinfluB einiger Komplexbildner auf die peptidatische Wirksamkeit 
des Trockenpulvers gemacht werden. 

Bestandigkeit. Da iaber die Bestindigkeit der Peptidasen in ge- 
trocknetem tierischem Material keine Angaben vorliegen, haben wir 
uns etwas naher damit befaBt, vor allem auch deshalb, weil wir 
(bei der jetzigen Schwierigkeit, Organe groBer Schlachttiere und das zu 
ihrer Extraktion nétige Glycerin zu erhalten) die Organe der uns zur 
Verfiigung stehenden Laboratoriumstiere tiber langere Zeit hin in 
getrocknetem Zustand sammeln, um sie als Ausgangsmaterial fiir 
Reinigungsversuche zu benutzen. Wie die Ergebnisse eines in Tabelle I] 
angefiihrten Beispiels (Kaninchen-Nieren) zeigen, sind jedoch die 
Peptidasen auch im Trockenpulver nicht bestandig, sondern werden 
allmahlich in beachtlichem MaBe irreversibel inaktiviert, und zwar — wie 
zu vermuten ist durch Denaturierung der ,,Enzym-Svmplexe* oder 
der Tragerproteine selbst. Das Ausmaf} dieser Inaktivierung und die 
Leichtigkeit, mit der die Denaturierungsvorginge verlaufen, sind, was 


1Z.B. X. und XIII. Mitt. dieser Reihe, diese Zeitschr. 811, 252, 
1941/42: 313, 129, 1942. 
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Tabelle I]. Abnahme der peptidatischen Wirksamkeit von Organ- 
pulvern beim Aufbewahren. 
Enzympraparate: A. Kaninchennieren-Pulver (Getrier-Vakuum-Trocknung). 
B. Kaninchennieren-Pulver (Aceton-Trocknung). 

Die aus dem gleichen Nierenbrei stammenden, nach A. und B. getrockneten 
Pulver wurden am gleichen Tage und dann am 2., 8., 24. und 48. Tage ihrer 
Herstellung ausgewertet. 

Angewandte Menge: A. 2,5 mg fiir LG. und LGG. 
mee 


BU 55 55: See 


OF 











2,5 ». AGG. und GGG. 
B: wie A., nur bei AGG. und GGG. 20,0 mg. 
Tage Spaltung (ecm n/20 K OH) 

me eed nach der ne a cece = — ne Pe 
Pulver Trock- LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 

estan: Mn ~ Co Mn 
A 1 1,13 1,68 | 1,44 | 0,46 | 1,70 | 0,53 1,27 1,24 1,16 
2 0,79 | 1,59 || 1,42 | 0,39 1,49 || 0,52 | 0,93 || 1,11 | 0,98 
8 0,75 | 1,26 1,10 0,24 | 1,21 0,44 | 0,76 | 0,97 | 0,95 
24 0,67 1,29 | 1,06 | 0,19 | 1,25 | 0,35 | 0,56 |} 0,91 | 0,82 
48 0,69 1,10 0,76 0,30 1,20 | 0,37 | 0,53 | 0,87 | 0,84 
B l 0.95 1,50 | 1,07 | 0,20 | 1,56 | 0,22 | 1,10 1,03 1,18 
2 | 0,89 1,52 0,98 60,23 1,45 0,31 | 0,90 | 1,06 | 1,06 
8 0,63 | 1,42 | 0,81 | 0,23 | 1,30 || 0,15 | 1,04 || 0,86 | 0,95 


24 | 0,61 1,45 0,52 | 0,17 | 1,35 | 0,31 | 0,96 | 0,77 | 0,83 
48 (80,66 | 1,52 | 0,42 | 0,25 | 1,30 || 0,22 | 0,93 | 0,72 | 0,74 


aus dem vorliegenden Beispiel nicht hervorgeht, wie so manch anderes 
Verhalten der Peptidasen, von ihrer Herkunjt (Tierart und Organart) 
abhangig. 

Es tiberrascht vielleicht anfanglich, daB auch die Peptidasen in 
den durch ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung** gewonnenen Praparaten 
allmahlich zerstért werden, sogar scheinbar starker als im aceton- 
getrockneten Praparat. Bedenkt man aber, daB die Proteine und unter 
Wirksamkeitsverlust auch die Tragerproteine in diesem schon durch 
die Aceton-Behandlung mehr oder minder weitgehend reversibel und 
irreversibel denaturiert wurden, also gewissermaBen stabilisiert sind, 
die Proteine und Tragerproteine im durch ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung ‘‘ 
bereiteten Praparat jedoch noch im ,,nativen‘* Zustand vorliegen, so 
ist der Befund versténdlich. Bemerkenswert ist vor allem das sehr 
unterschiedliche Verhalten der Trager des LG.- und LGG.-Spaltungs- 
vermoégens in den beiden, vom gleichen Ausgangsmaterial abstammenden 
Trockenpulvern: Im P.,O;-Pulver sind sie gleich den anderen Tragern 
des peptidatischen Wirkungsvermégens ziemlich 
Aceton-Pulver dagegen nicht, auch wenn darin ihre ,,natiirliche’ 
Wirksamkeit (d. h. die ohne Metall-Zusatz) merklich abgenommen hat. 


unbestandig, im 








be 
ist 


Py 


ph 
da 


Pe 


at 
ve 
he 


O 
K 





Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. XVII. ll 
Die Wirksamkeits-Abnahme der Pulver nach 48tagiger Auf- 
bewahrung (in einer Flasche mit Glasstopfen bei Zimmertemperatur) 


ist in Tabelle II] angefiihrt. 


Tabelle IIL. 





% Wirksamkeits-Abnahme der Pulver nach 48tigigem 
Aufbewahren 
Priiparat 


LG. AG. GG. LGG. AGG. | GGG. 
Mn Co Mn 
OS gs) a a 40 35 47 30 57 30 30 
Aceton-Pulver ............ 33 0 50 20 0 30 35 


Hemmung. Der von Komplextildnern wie Blausiure, Cystein, Pyro- 
phosphat und Fluorid ausgeiibte EinfluB auf die ,,natiirliche’’ pepti- 
datische Wirksamkeit der Trockenpulver gleicht wie Tabelle LV und 
V belegen im wesentlichen dem EinfluB dieser Zusatzstoffe auf die 
Peptidasen in den daraus gewonnenen Ausziigen bzw. in Glycerin- 
ausziigen aus dem frischen Material und in reineren Praparaten. 

Dem Befunde, worauf in friiheren Mitteilungen dieser Reihe schon 
verschiedentlich hingewiesen wurde, da namlich die einzelnen Pepti- 
dasen durch die verschiedenen Komplexbildner recht verschieden ge- 
hemmt werden, begegnet man auch hier wieder. Die deutlich hervor- 
tretenden Unterschiede zwischen der Pyrophosphat-Wirkung beim 
Organpulver und beim Auszug moégen vielleicht daher rithren, daB die 
Konzentration des Zusatzstoffes durch teilweise Bindung an das Pulver 
(worauf die Titrationswerte bei den Kontrollen hinweisen) fiir eine 
kraftigere Hemmung zu gering geworden ist. 

DaB die Aminopolypeptidasen bei gleicher Konzentration der 
Komplexbildner schwacher gehemmt werden als die Dipeptidasen, 
trifft auch beim vorliegenden Beispiel wieder zu!. Am starksten ist 
noch die GGG.-Spaltung gehemmt, aber auch dabei vermag Fluorid 
so gut wie keinen EinfluB auszuiiben (vgl. Tabelle V). 


III. EinfluB der Trocknung von Organen und Tumoren auf ihre Peptidusen. 

Um die Léslichkeits- bzw. Bindungsverhaltnisse der intracellularen 
Peptidasen kennenzulernen, miiBte man unmittelbar von (frischem) 
Organ- und Tumorbrei ausgehen. Dies wiirde aber eine exakte Bestim- 
mung der peptidatischen Wirksamkeit frischen Materials voraussetzen. 
Das scheitert aber am Unvermégen, einen wirklich homogenen Organ. 
und Tumorbrei darzustellen (auch der Latapie-Brei ist es nicht) und 


1 Vel. dazu die IIT., 1V.. V. und XV. Mitt.. diese Zeitschr. 308, 359, 
1941; 309, 179, 1941: 310, 28, 1941; 313, 156, 1942. 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. XVII. 13 


ihn vor allem auch exakt zu dosieren, d.h. quantitativ in kleinsten 
Mengen ins MeBk6lbchen einzuwiegen. Um quantitativ arbeiten zu 
kénnen, waren wir deshalb gezwungen, das frische Material dureh 
Entwassern in Pulverform tiberzufithren. Diese MaBnahme zog natiirlich 
eine eingehende Untersuchung des Einflusses der Trocknung von Ge- 
weben verschiedener Art und Herkunft auf die Wirksamkeit ihrer Pepti- 
dasen nach sich. Im Schrifttum lag dariiber nichts vor. Einige Angaben 
iiber das Verhalten der ,,Aminopolypeptidase** bei der Trocknung haben 
wir kurzlich gemacht!. 

Unsere Erfahrungen tiber den EinfluB des Entwasserns tierischer 
Organe und von Impfgeschwiilsten der Maus und Ratte auf darin vor- 
liegende , natiirliche’* und ,,unnatiirliche’’ Dipeptidasen wie , .natiirliche™ 
Aminopolypeptidasen sind folgende: Bei der schonenden_ ,,Gefrier- 
Vakuum-Trocknung’’ werden die (von uns bestimmten) Peptidasen 
nicht oder nicht nennenswert geschadigt. Bei der Beurteilung des 
Peptidasen-Gehalts des im gefrorenen Zustand iiber P.O; im Hoch- 
vakuum entwasserten Materials beziehen wir uns darauf, dal dieser mit 
demjenigen von — unter recht verschiedenen Bedingungen gewonnenen 
Glycerin- und Wasserauszitigen aus dem gleichen, aber frischen Organ- 
und Tumorbrei gut tibereinstimmt und das extrahierte Frischmaterial 
keine nennenswerte peptidatische Wirksamkeit mehr besitzt, d.h. dal} 
seine Peptidasen so gut wie vollstandig in Lésung gegangen sind. 

Die rasche Entwisserung des Organ- und Tumorbreies mittels 
(reinem) Aceton ist dagegen von mannigfachen, mehr oder minder weit- 
gehenden Schaidigungen des Wirkungsvermoégens fiir die benutzten 
Di- und Tripeptide begleitet. Die Aceton-Schaden sind .,wirkliche™, 
d.h. irreversible und in geringerem Grade und ner bei einzelnen 
Peptidasen, aber auch da nicht immer auftretend scheinbare™, 
d.h. reversible. Das Ausmaf dieser Schidigungen hangt teilweise von 
der Dauer und Intensitat der Aceton-Behandlung ab, aber viel mehr 
noch von der Art und Herkunft der Organe und Tumoren. Das Wirkungs- 
vermégen fiir die verschiedenen Substrate wird nicht nur allgemein 
geschwacht, sondern fiir bestininte Substrate besonders stark, oder 
wie wir auf Grund unserer Auffassung tiber die komplexe Zusammen- 
setzung der ,,Dipeptidase** und ,,Aminopolypeptidase™ sagen: Die ver- 
schiedenen Dipeptidasen und Aminopolypeptidasen werden sehr ver- 
schieden geschadigt, einzelne sogar weitgehend zerstért. Am empfind- 
lichsten erweisen sich die AGG.- und GGG.-spaltenden Peptidasen, 
die bis zu 90° an Wirksamkeit einbiiBen kénnen. Von Dipeptidasen 
zeigen sich die AG.- und GG.-spaltenden hinfalliger als die LG.-spaltende 
Peptidase. Aus dem merkwiirdigen Zusammentreffen, dal sich die 


1 XIV. Mitt. dieser Reihe, diese Zeitschr. 313, 151, 1942 
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AGG,-, GGG.-, AG.- und GG.-spaltenden Peptidasen einerseits, die 
LG.- und LGG.-spaltenden Peptidasen andererseits so ahnlich verhalten, 
darf aber nicht auf eine Identitat der betreffenden Dipeptid- und 
Tripeptid-spaltenden Enzyme geschlossen werden. 

Die bei der Entwasserung hervorgerufenen Schaden sind die Folgen 
einer mehr oder minder weitgehenden Denaturierung der Tragerproteine, 
die in einzelnen Fallen durch Einlagerung von Wasser teilweise wieder 
riickgingig gemacht werden kann. 

Da aus vielen der angefiihrten Tabellen der EinfluB der Ent- 
wasserung von Organen und Tumoren auf die darin enthaltenen Pepti- 
dasen klar hervorgeht, eriibrigen sich hier besondere Tabellen. 


IV. EinfluB der Extraktionsdauer und -temperatur auf die Lislichkeit 
der Peptidasen in Trockenpulvern bzw. auf den Lisungsvorgan]. 

Beim Herauslésen der Peptidasen aus getrockneten und gepulverten 
Organen und Tumoren kann es sich entweder um einen ,reinen‘’ L6- 
sungsvorgang oder um ein Ineinandergreifen von Freilegungs- und 
Lésungsvorgangen handeln. Wenn auf Grund der Extraktions-Ergeb- 
nisse tiber die Peptidasen-Bindungen in den Zellen ausgesagt werden 
soll, so muB nachgewiesen werden, 1. ob unter den Extraktions-Bedin- 
gungen Freilegungsvorginge in nennenswertem Umfange stattfinden, 
2. ob Freilegungsvorginge durch die Extraktions-Bedingungen  be- 
giinstigt werden und 3. welcher Anteil an der im Auszug vorliegenden 
Enzymmenge sein In-Lésung-Gehen einem bloBen Lésungsvorgang und 
welcher Anteil dies Freilegungsvorgangen verdankt. Das AusmaS der 
Freilegungsvorgange, die wohl hauptsachlich proteolytischer Art sind, 
wird mit steigender Extraktionsdauer und -temperatur, d.h. mit dem 
Giinstigerwerden der Bedingungen fiir proteolytische Vorgange. zu- 
nehmen — vorausgesetzt, daB diese Zunahme nicht durch eine mégliche 
nebenherlaufende Enzym-Zerstérung ausgeglichen wird. Es ist klar, 
daB Freilegungsvorginge um so geringeren Anteil an dem In-Lésung- 
Gehen haben, je tiefer die Extraktions-Temperatur und je kiirzer die 
Extraktions-Dauer sind. Solche Extraktions- Bedingungen fallen selten 
mit denjenigen zusammen, bei denen die Enzymausbeute am giinstigsten 
ist. Aber da, wo dies der Fall ist, wird es sich um ,,reine’* Lyo-Enzvme 
handeln. Ein solcher Fall liegt — sieht man von unwesentlichen Einzel- 
heiten ab — bei den Peptidasen der Leber verschiedener Tierarten und 
der Impfgeschwiilste der Maus und Ratte vor. Bei den Nierenpeptidasen 
sind die Abweichungen davon schon merklich. 

Wie an verschiedenen Beispielen in Tabelle VI gezeigt wird, ist 
die Erhéhung der Temperatur von 0 iitber 20 auf 40° bei einer 30 Minuten 


x 


dauernden Extraktion von unbedeutendem EinfluB auf die Enzym- 
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Tabelle VI. EinfluB der Extraktions-Temperatur auf die Léslich- 
keit der Di- und Aminopolypeptidasen getrockneter Lebern 
verschiedener Herkunft. 


Praparate: 1. Meerschweinchen-Leber (Gefrier-Vakuum-Trocknung); 2. Meer- 
schweinchen-Laber (Aceton-Trocknung); 3. Ratten-Leber (Getfrier-Vakuum- 
Trocknung); 4. Ratten-Leber (Aceton-Trocknung); 5. Kaninchen-Leber 
(Aceton-Trocknung). Zur Auszugsbereitung wurde 1 Teil Pulver mit 
10 Teilen Wasser (py = 8) bei 0 (Eis-Wasser), 20 und 40° 30 Minuten 
lang gut verriihrt, die Suspension dann bei 10000 U/min abgeschleudert. 
Klare, gefarbte Losungen. Bedingungen: Siehe unter Abschnitt I. 





Angewandte || Auszug Spaltung (ccm n/20 K OH) 

Menge [era as a aanonerererringn . 

cats 58 || aus bei LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 

bei cem || Priiparat 0 Mn a... | te Mn 

| 
LG. | 0,10) 1 0 /0,51 1,49) 1,77 1,87 ''0,32 1,64 0,88 1,23 1,27. 0,82 
AG. 0,02 
GG. 0,03 |) 20 }0,53)1,53 | 1,71/1,83 ||0,29/1,59 || 0,83/1,25' 1,24 | 0,79 
LGG. 0,10 || 
AGG. 0,10 40 ||0,55/1,61 || 1,74/1,91 | 0,37)1,57 | 0,84)1,35') 1,31 | 0,77 
GGG. | 0,10 || 
Zn Zn Co Mn 
LG. O15 2 O 0,411,465 0,89/1,46 0,27 1,25 0,79 1,13 0,17 0,06 
AG. 0,03 
aa. 0,05 20 0,441,60  1,09/1,53 0,82 1,40 )}0,88:1,27 0,14 0,08 
LGG. 0,15 
AGG.  O,15 $10 O47 1,74 1,04) 1,44 0,30 1,36 0,81 1,22. 0,16 0,07 
GGG, O15 
Mn | Mg Co Mn 

La. O.05 3 { © 10,30}1,02 || 1,21 0,10 0.98 O.14.0.71 1.10 0.80 
AG. 0,10 | 
GG, 0,10 20 | O.22'0,98 | 1,30 O08 OYE. O.09'0,76 1,02 | 0,82 
LGG. = 0,05 
AGG. O10 10 | O.P4.0,.82 1.24 0,10 0,82 | 0.12'0,67) 1,12 | 0,75 
GGG. 0,10 
LG. 0,10 $ 0 10,39'1,61 1} 1,07/1,15 1,42 | 0.46:1,26), 0,12 0,08" 
AG. 0,20 
Ga. 0,20 20 110,43 1,45 |} 1,62/1,85 1,30) 0,541,353 0,08 0.10 
LGG. 0,10 
AGG. 0.20 $0 |}0,28)1,34!) 1,70'1,89 1.17 | 0.50/1.23 |} 0.13 | 0,07 
GaG. 0.20 
Lt. O.10 5 0 '0.31.0.75 '0.700.90) O10 OQ5L QL O80. O19. 0,04 
AG. 0.05 
GG. O,10 20 | 0.32.0.93 0.67 0.73 | 0.14 0.70 | 0,490.89) O16 . 0,05 
LGG. | 0,10 
AGG. O10 10 0.42 1.01 0.54 0.66 0.12 0.66 O60 0.96 OT O05 


GGG. | 0,10 
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ausbeute, sofern das Extraktionsgut durch ,,Gefrier-Vakuum-Trocknune*: 
gewonnen wurde. Bei Verwendung von Aceton-Trockenpulver steigt 
dagegen in manchen Fallen die Ausbeute an bestimmten Peptidasen 


mit steigender Temperatur an, an anderen Peptidasen nimmt sie ab. 
5S 


Selbst bei der LG.-spaltenden Peptidase finden wir keine regelmaBige 


Zunahme. Gleiches beobachtet man auch bei der AG.-spaltenden 
Peptidase, wahrend bei der GG.-spaltenden die Unterschiede weniger 
ausgepragt sind. Die Léslichkeit der Aminopolypeptidasen ist sowohl 
bei den rasch als auch bei den schonend entwasserten Priparaten bei 0 
und 40° ziemlich die gleiche. 

Nach den Angaben in Tabelle VII spielt auch die Dauer der Ex- 
traktion fiir die Enzymausbeute keine wesentliche Rolle. Denn der 
Tabelle VII. EinftuB der Extraktions-Dauer bei 0 und 40° auf die 
Léslichkeit der Di- und Aminopolypeptidasen in getrockneten 

Lebern. 
Ausgangsmaterial: Meerschweinchenleber-Trockenpulver (Gefrier-Vakuum- 
Trocknung). Bereitung der Ausziige: Bei 0 bzw. 40° wurde 1 Teil Pulver 
mit 10 Teilen Wasser (pu 8) 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten lang verriihrt. 
Danach schleuderte man die Suspension bei 10000 U /min ab. Der Trocken- 
gewichtsgehalt der verschiedenen Ausziige ist in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt. 








mg Trockenriickstand (105°) in leem Auszug. 
Extraktionsdauer in Min. 


10 20 30 60 120 
C-Aweeiee 6. ok 61,0 62,1 61,6 60,1 62,6 
AO. Ausstge ... 666s esses 62,8 65,5 65,4 65,9 65,9 


Versuchsbedingungen wie tiblich. 











Angewandte Menge Auszug Spaltung (ecem n/20 KOH) 
"ad aoe bel Dauer LG. AG. aa. LGG. | AGG. | GGG. 
Min. Mn Zn Co Mn 
LG. 0,075 (je 10 «|| 0,97 0,98 | 113 0,79 0,93 0,46 
AG. O.0L5 
GG. 0,03 2) O89 0,90 108 | 0,85 | 0,86 | 0,42 
LGG. O10 
AGG. | 0,10 30 0,94 | 0,87 | 1,02 | 0,88 | 0,90 | 0,5! 
GGG. O10 
60 0,93 0,92 1,05 | 0,88 | 0.89 | 0,44 
120 1.01 0.9] 1,00 0.81 O90 0.47 
LG: 0.075 10 10 1.19 1.02 1.14 | 0,85 | 0.88 | 0,53 
AG. 0,015 
aa. 0.03 20) 1,11 1.00 117 0,95 | 1.00 | 0,55 
LGG. 0.10 
AGG. O10 30 1,20 1.04 1.20 1.04 O97 O49 
GGG. O10 
60 1,16 | 0,99 | 1,15 | 1,05 | 0,97 | 0,47 
120 1,21 O94 1,19 1,00 O94 O46 
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Peptidasen-Gehalt der innerhalb 10 Minuten bereiteten Ausziige stimmt 
mit dem des innerhalb 120 Minuten dargestellten ungefahr iiberein. 


In Tabelle VII finden sich gleichzeitig Angaben iiber den Trocken- 
gewichts-Gehalt der Ausziige, deren Unterschiede aber nur gering 
sind. 


Wir entnehmen den angeftithrten und anderen gleichsinnig ver- 
laufenden Beispielen, daB das In-Losung-Gehen der Peptidasen — wenn 
tiberhaupt nur in geringem Umfange von Freilegungs-Vorgingen 
begleitet ist. 


V. Loéstichkeit ,.natiirlicher’ und , unnatiirlicher Peptidasen. 


Von den Extraktionsversuchen sind im folgenden einige als Beispiele 
tabellarisch zusammengefabt. Extrahiert wurden abgewogene Mengen 
Pulver, und zwar dreimal je 30 Minuten lang mit Wasser (py — 8) 
bei 6°; die extrahierten Gewebsreste, die im giinstigsten Falle nur noch 
rund die Halfte, im allgemeinen aber weniger als 50%) des eingesetzten 
Pulvers betrugen, wurden sofort wieder getrocknet: wenn sie von 
Aceton-Trockenpulver stammten, durch kurzes Behandeln mit Aceton 
und anschlieBendem Aufbewahren im Exsiccator, wenn sie von durch 
,, Gefrier-Vakuum-Troeknung” gewonnenen Praparaten stammten, nach 
dem Einfrieren tiber P.O; im Hochvakuum. Um die Verteilung der 
Peptidasen festzustellen. wurden ausgewertet: 1. das Ausgangspraparat 
(als Pulver), 2. die drei Ausziige und 3. der nach dem Extrahieren 
ungelést zurtickbleibende Pulveranteil (als Pulver). Da der dritte Auszug 
in keinem Falle, der zweite nur in einzelnen Fallen noch nennenswert 
wirksam war, wurden die ,.negativen“ Auswertungen in den Tabellen 
weggelassen. 


Beispiele fiir das Lésungsverhalten der Peptidasen in durch ,,Gefrier- 
Vakuum-Trocknung*: entwasserten Meerschweinchen-Lebern und in 
aceton-getrockneten Mause-Carcinomen wurden von uns schon in der 
XVI. Mitteilung dieser Reihe! angefiihrt. Es soll hier darauf ver- 
wiesen werden. 


Weitere Beispiele bringen die folgenden Tabellen VIIL bis NII. 
Die darin zusammengestellten Ergebnisse tiber die Léslichkeit , natiir- 
licher** und ,,unnatiirlicher’ Dipeptidasen und ,.natiirlicher*’ Amino- 
polypeptidasen in Praparaten aus Meerschweinchen-Nieren, Ratten- 
Lebern und -Nieren, Kaninchen-Lebern und -Nieren, Mause-Carcinomen 
und -Sarkomen sind eindeutig und ohne weiteres verstindlich, so daf 
ihre Kommentierung unnoétig erscheint. 


1 Naturwiss. 30, 565, 1942. 


Biochemische Zeitschrift Band 315. 9 
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Tabelle VIII. Léslichkeit ,natiirlicher’ und ,unnatiirlicher* 
Peptidasen der Meerschweinchenniere. 
A. Nierenpulver: Gefrier-Vakuum-Trocknung. 


Versuchsbedingungen wie iiblich. Es wird besonders darauf hingewiesen, 
daB vom (extrahierten) Pulverriickstand, obwohl er mindestens 50°, an 


Gewicht abgenommen hatte, die gleiche Menge wie vom Ausgangspulver 


genommen wurde; d. h. die hier erhaltenen Werte sind erst ,,halbiert‘* mit 
denen des Ausgangspulvers zu vergleichen. 2,40 bzw. 2,00 cem n/20 KOH 
entsprechen einer 50% igen Spaltung der racemischen Dipeptide und von 
GG. bzw. Tripeptide und von GGG., 1,20 cem einer 100% igen von d-LG. 





Angewandte Menge Spaltung (ccm n/20 KOH) 


; Zusiit ze 
mg/eem 


Priparat 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 


0,64 | 1,38 | 0,380 | 1,22 | 1,45) 1,68 


3 
AG., GG. Ls 
LGG., GGG. 
7,5 Mg 1,34 
AGG. = 3,7 Mn 1,37 1,48 
Zn 1.86 1,96 
Co 1,26 
Auszug | LG. = 0,03 0,28 1,00) 0.28 0,98 > 0,90 1,03 
AG., GG. 0,01 Mg 1,20 
LGG., GGG. | 
0,075 Mn 0,92 1.14 
AGG, = 0,035 ‘o 0,96 
Zn 1,20 | 1,40 
Auszug II Mengen wie beim 0,21 O28 O41 
Auszug I Mg 0,29 
Mn 0,20 0,56 
Co 0.20 
Pulver- Mengen wie beim 0.28 0,26 | 0.10 | 0.94 | 0.72. 0,74 
riickstand  Nierenpulver Mg 0,26 
. Mn 0,85 Of 
Co 0,38 | 
Zn 0.90 0,58 


d-LG., G-d, l-A. 


Nieren- d-LG. 4 4,10 
pulver GA. l Mn 0,72 

Mn-++SH> 0,78 4,28 

Auszug | d-LG. = 0,04 2,76 
GA. 0,01 Mn 0,30 

Mn+SH = 0,56 3,72 

Pulver- Mengen wie beim 2,42 
riickstand = Nierenpulver Mn 0,10 


Mn+SH_ 0,29 3,01 





Nie! 
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B. Nierenpulver: Aceton-Trocknung. 





Priiparat Angewandte Menge Zusiitze Spaltung (cem n/20 KOH) 
mgjcom LG. | AG. | GG. | LGG. | AGG. | GGG 
Nierenpulver Wie bei A. 0.38 | 0.78 0.23 O82 O14 0.68 
Mg O76 
Mn 0,88 118. 
Zn 1.26 0.96 
Co 1,28 
Auszug | Wie bei A. 0.14 O40 O26 O64 0.020 0,386 
Mg 0.50 
° Mn O44 O88 
Co O06 
Zn 0.78 0.64 
Auszug II 0.00 O01  O.04 
Mn 0,02 O16 
Co O02 
Pulver- Wie bei A. 0,18 | 0,16 | 0,12 | 0,64 | 0,12 | 0,46 
riickstand Mg O36 
Mn 0.62 O70 
Co O76 
Zn O71 | O48 
d-LG., G-d, 1-A. 
Nierenpulver = Wie bei A. 0,86 
Mn 0,60 
Mn+SH_= 0,68) 4,08 
Auszug | Wie bei A. 2,30 
Mn 0,10 
Mn+SH_= 0,42) 3,68 
Pulver- Wie bei A. 2S 
riickstand Mn O14 


Mn+SH_= 0,86 | 3,08 


Tabelle IX. Léslichkeit ,nattirlicher®’ und ,unnattrlicher’ Pepti- 
dasen der Ratten-Leber. 
A. Leberpulver: Gefrier-Vakuum-Trocknung. 
Versuchsbedingungen usw. wie in Tabelle VII). 





We >» Menge Spaltung feem n/20 KOH) 
Priiparat Ange become Mengt Zusiitze 
mgjcem LG. | AG. | GG. | LGG. | AGG. GGG. 
Leberpulver = LG.,LGG. = 5 0,22 | 1,04 | 0,20 | 0,59 | 1,17 | 0,50 
AG., GG., AGG., Mg 14 
GGG. 10 Mn 1,23 1.26 
Co 1.05 
Auszug | LG., LGG. = 0,05 0,42 | 0,89 | 0,19 | 0,52 | 1,14 | 0,51 
AG., GG., AGG., Mg 1.31 
GGG. 0.10 Mn 1.06 O49 
Co O67 
Auszug II Mengen wie bei keine nennenswerte Spaltung meBbar 
Auszug I 
Pulver- Mengen wie beim O01) O11 0.06 O00 O01 Ole 
riickstand Leberpulver Mg 0,02 
Mn 0,10 0.10 
Co O17 
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Tabelle IX (Fortsetzung). Tal 
Priiparat Angewandte Menge tie h a n/20 K OH) 
mg ccm 
LG. AG. GG. | LGG.| AGG. GGG. 
Ve 
d-LG., G-d, |-A. Pul 
Leberpulver d-LG., GA. 20 3,47 die 
Mn 0,34 | hal 
Mn+SH_ 0,48 4,68 — 
Spe 
Auszug | d-LG., GA. = 0,20 2,09 ° 
Mn+SH_ 0,32. 3,97 — 
Pulver- Mengen wie beim 1,16 
riickstand Leberpulver Mn+SH_ 0,30 2,40 
Nie 
B. Leberpulver: Aceton-Trocknung. 
Priiparat capes net Zusiitze Ree ere er 
mg ccm ’ ’ . 
LG AG. GG. LGG, AGG. GGG. 
a Aus 
Leberpulver | LG., LGG., = 5, 0,22 | 0,77 | 0,18 ; 0,36 | 0,21 | 0,17 
AG., GG., AGG., Me 1,12 
GGG. a) P , 
Mn 1,30 1,26 
Co 0.8% 
Auszug | LG.. LGG. = 0,05 0,53 | 1,31 | 0,33 | 0,66 | 0,30 | 0,07 Aus 
P AG., GG., AGG., Me £38 
GGG. Q10 Mn 1.03 1,00 
Co 0,62 
, ' i ‘ Pul 
Auszug I] Mengen wie bei keine nennenswerte Spaltung meBbar 
Auszug | r 
Pulver- Mengen wie beim 0.07 0.00 0,07 0,01 0.00. 0,00 
riickstand =-Leberpulver Me 0,06 
Mn 0,12 0,10 
Co 0,19 
Nie! 
d-LG., G-d, LA. m 
Leberpulver d-LG., GA. 20 3,07 
Mn 0,54 
+ 0,72 | 4,38 
Mn H i | po 
Auszug I d-LG., GA. = 0,20 1,16 
Mn+SH_ 0,59 3,40 
Pubk 
Pulver- Mengen wie beim 1,16 ri 
riickstand = Leberpulver Mn+-SH_ 0,38 2,58 
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Tabelle X. Loéslichkeit ,natiirlicher’ und ,unnatiirlicher’ Pepti- 
dasen der Ratten-Niere. 

A. Nierenpulver: Gefrier-Vakuum-Trocknung. 
Versuchsbedingungen wie iiblich. Auch hier wurde vom (extrahierten) 
Pulverrtickstand, obwohl er ungefahr 50°, an Gewicht abgenommen hatte, 
die gleiche Menge wie vom Ausgangspulver genommen, d.h. die hier er- 
haltenen Werte sind erst ,,halbiert’’ mit denen des Ausgangspulvers zu 
vergleichen. 2,40 bzw. 2,00 cem n/20 KOH entsprechen einer 50°%%igen 
Spaltung der racemischen Peptide und von GG. bzw. Tripeptide und von 

GGG., 1,20 eccm-einer 100°% igen von d-LG. 





Spaltung (cem 1/20 K 
Angewandte Menge paitung (cem n/20 KOH) 


Priparat mg/ccm Zusatze a 
I LG. AG. | GG. | LGG.| AGG.| GGG. 
Nierenpulver LG., LGG., AGG., 0,57 | 1,43 | 0,24 | 1,10) 1,80 0,86 
GGG. 7,5 Mg 1.59 
AG., GG. 2,5 . 
AG., Ge , Mn 1.46 1.28 
Co 1,25 
Auszug I LG., LGG., AGG.., 0.39 0.87 0.09 0.13 1.14 | 0.40 
GGG. 0,075 Mg 0.90 
Aa an or 
AG., GG. = 0,025 Mn 0,95 0.79 
Co O84 
Auszug II Wie bei I 0.04 
Mn 0,16 O08 
Co O14 
Pulver- Mengen wie beim 0,14 010 0,04) 0.20 0,61 > 0,27 
rickstand | Nierenpulver Mg 0.09 
Mn 0.35 O31 
Co 0.28 


d-LG., G-d, 1-A. 


Nierenpulver ||d-LG. = 5 | 2,50 


GA. = 2 Mn 0,39 
Mn+SH_ 0,81 4,11 
Auszug I d-LG. = 0,05 1,65 
GA. = 0,02 Mn+SH_ 0,48 3,55 
Pulver- Mengen wie beim 1.00 
rickstand | Nierenpulver Mn 0,07 


Mn+SH | 0,33 


te 
_ 
-~1 





























i 
i : 
t 
22 E. Maschmann: 
Bb. Aceton-Trocknung. 
Priiparat Angew andte Menge Zusitze — Spaltung (ecm n 20 KO H) 7 
mg/cem LG. | AG. | GG. | LGG.! AGG. GGG. 
Nierenpulver || Wie bei A. 0,33 | 0,56 | 0,12 | 0,60 | 0,25 | 0,16 
Mg 0,54 
Mn 1,01 1,16 Leb 
Co 0,84 
Auszug I Wie bei A. 0,39 O41 0,06 0,20 0,16 0,10 
Mg 0,30 vo 
Mn 0,64 0,42 piesity 
Co 0,56 
Auszug II 0,04 
Mn 0,16 0,10 Pul 
Co 0,15 r 
Pulver- Wie bei A. 0,24 0,04 0,05 O17 O19 0,10 
riickstand | Mg 0.07 
Mn 0,46 "4 0,39 Tal 
Co 0.57 
d-LG., G-d, 1-A. ‘ Ver 
Nierenpulver || Wie bei A. 2,10 | des 
Mn 0,25 ge 
Mn+SH || 0,67 4,03 ple 
Auszug I | Wie bei A. Mn+SH }} 0,37 3,32 
Pulver- Wie bei A. ~ 1,25 
riickstand Mn 0,07 | 
Mn+SH || 0,36 | 2,28 
- , ; 2 ie gk ; Nie! 
Tabelle XI. Léslichkeit ,natiirlicher’ und ,unnatiirlicher® Pepti- 
dasen einer Aceton-getrockneten Kaninchen-Leber. 
Versuchsbedingungen wie tiblich. Obwohl der (extrahierte) Pulverriickstand 
im Vergleich zum Ausgangspulver #/, an Gewicht abgenommen hatte, 
wurden bei der Auswertung beider Pulver die gleichen Mengen angewandt. Aus 
+s Angewandte Menge a Spaltung (ccm n/20 K 0 H) 
Priiparat ; ee 
P mg/oom ‘ LG. AG. | GG. LGG. AGG. GGG. 
Leberpulver || LG. 10 0,22 | 1,06 0,21 0,62 | 0,27 0,16 
AG., GG. = 7,5 Mg 1,16 | Aus 
LGG.,AGG., Mn 1,15 1,30 
GGG. 10 Co 0,56 
Zn 0,55 1,13 Pul 
Auszug | LG. = 0,10 0,58 1,60 0,22 0,82 | 0,50 , 0,12 ri 
AG.. GG. = 0,075! Mg 1,59 
LGG., AGG., Mn Li 1,29 
GGG. 0,10 Co 0,58 
Zn 0,72 | 1,58 
Auszug II Wie bei | 0,10 0.04. 0,02 
Mn 0,08 0,04 Nie} 
Co 0,04 
Pulver- Wie beim Leber- 0,01 0,00 0,03 0,02 | 0,06 0,038 Aus 
] riickstand pulver Mg 0,05 
| Mn 0,09 0.10 : 
Co 0,03 I ul 
Zn 0,00 0,04 ri 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 





Angewandte Menge Spaltung (eem n/20 K OH) 


Priparat fa, Zusiit ze 
mg/cem LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 

d-LG., G-d, 1-A. 

Leberpulver d-LG., GA. = 20 2,19 
Mn 0,35 

Mn--SH_ 0,51 2,40 

2,29 

Auszug I d-LG., GA. = 0,20 — 
Mn 0,22 

Mn+SH_ 0,49 2,27 

ye . 0.32 

Pulver- Wie beim Leber- . 
rickstand pulver Mn 0,03 


Mn+SH O11) O47 


Tabelle XII. Léslichkeit ,natiirlicher’ und ,unnatiirlicher™ 
Peptidasen von Aceton getrockneten Kaninchen-Nieren. 
Versuchsbedingungen genau so wie in Tabelle VIII. Bei der Auswertung 
des Pulverriickstandes wurde, obwohl er mehr als 50% an Gewicht ab- 
genommen hatte, die gleiche Menge wie vom Ausgangspulver benutzt. 





Angewandte Menge Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Priiparat rss Zusiitze ae ed 
or LG. | AG. | GG. | LGG.| AGG. | GGG 
Nierenpulver Bei allen Sub- 0,45 | 1,45 | 0,25 | 0,52 | 0,17 | 0,14 
straten 2,5 Mg 1,47 
Mn 1,14 0,80 
Co | 1,80 
Zn 0,68 1,30 
Auszug I Uberall 0,025 10,14 1,50 | 0,19 | 0,30 0,04) 0,00 
Mg 1,39 
Mn 0,66 | 0,72 
Co O,81 
Zn 0,26 | 1,31 
Auszug IT Wie beim Auszug I 0,08 |° 0.00 0,02 
Mn 0,10 | O16 
Co 0,16 
Pulver- Wie beim Nieren- 0.36 0,20) 0,10 | 0,18 | 0,07 0,03 
riickstand pulver Mg 0,27 
Mn 0.73 0,38 
Co 1,07 
Zn 0,42 | 0,32 
d-LG., G-d, 1-A. 
Nierenpulver d-LG. = 6 3,68 
GA. 2 Mn+SH_= 0,86 4,80 
Auszug I d-LG. 0,06 1,80 
GA. 0,02 Mn+SH_= 0,62. 3,16 
Pulver- Wie beim Nieren- 2300 


riickstand pulver Mn+SH_ 0,30 4,10 
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Tabelle XIII. Léslichkeit ,natiirlicher’ und ,,unnatiirlicher™ 
Peptidasen von Mause-Carcinom und Mause-Sarkom. 
Das von nekrotischen Anteilen befreite Gewebe einer Anzahl von Mause- 
Carcinomen bzw. -Sarkomen wurde durch die Gefrier-Vakuum-Trocknung 
entwassert; nach dem Trocknen extrahierte man 30 Minuten bei 0°. Die 
extrahierten Gewebsriickstinde wurden un Hochvakuum iiber P,O, ge- 
trocknet und zerrieben. Ihr Gewicht war um etwa 50% verringert, so daB 
vom Pulverriickstand nur die halbe Menge der vom Ausgangspulver an- 
gewandten genommen wurde. Versuchsbedingungen wie tiblich. 
A. Mause-Carcinom. 





Angewandte Menge Spaltung (cem n/20 K O H) 














Pra t Zusitze — st 
— eo ‘ LG. AG. GG. | LGG. AGG. GGG. 
Carcinom- LG., GG., LGG., 0,15 | 0,88 0,22 0,90 1,86 | 0.75 
pulver | AGG., GGG. Mg 0,90 | 
20 Mn 0,88 | | 1,38 
AG. = 10 Co | | 1,04 | 
Auszug | LG., GG., LGG., . | 0,10 0,78 | 0,22 | 0,91 1,68 | 0,89 
AGG., GGG. Mg 1,04 
0,20 Mn | 0,64 1,38 
AG. = 0,10 Co | 0,95 
Auszug II Wie beim Auszug I I 0,24 0,36 | 0,00 
Mn 0,18 0,10 
Co | 0,00 | 
Carcinom- Die Halfte des Car- 0,08 | 0,15 | 0,06 | 0,09 0,25 | 0,10 
pulver- cinompulvers Mg | 0,12 
riickstand Mn | 0,14 0,16 
Co 0,13 
d-LG., G-d, |-A. 
Carcinom- d-LG., GA. 20 |Mn+SH_ 0,66 1,76 
pulver 
Auszug I d-LG., GA. = 0,20; Mn+SH_ 0,47 1,99 
Carcinom- Die Halfte des Car-- Mn+SH_ 0,10 0,50 
pulver- || cinompulvers 
riickstand 
B. Mause-Sarkom. 
f | Angewandte Menge — Spaltung (cem n/20 KO H) 
en mg/eom ot ok | oe | GG. | LGG. | AGG. | GGG. 
Sarkom- iLG., GG., LGG., 0,27 | 1,20 | 0,42 | 0,73 | 1,25 | 0,50 
pulver AGG., GGG. Mg 1,19 | 
= 20 Mn j 1,21 1,47 
AG. = 10 | Co l 1,95 
Auszug I LG., GG., LGG., 0,19 | 1,27. 0,44 | 0,84 | 1,02 | 0,51 
AGG., GGG. Mg | 1,34 
| 0,20 Mn 0,92 1,22 | 
AG. = 0,10 Co 1.57 
Auszug II | Wie beim Auszug I | 0,26 10,29 0,15 
Mn 0,07 0,15 
Co 0,29 
Sarkom- Die Halfte des 0,08 | 0,07 0,05 0,07 | 0,06 0,04 
pulver- Sarkompulvers | Mg | 0,06 
riickstand || Mn | 0,09 0,08 


Co 0,06 
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Tabelle XIII (Fortsetzung). 





Angewandte Menge Spaltung (cem n/20 K OH) 


Priiparat “ Zusitze cea ‘ 
eth LG. AG. GG. | LGG. AGG. GGG. 
d-LG., G-d, |-A. 

Sarkom- d-LG. 10 Mn+SH | 0,59 1,99 

pulver GA. = 20 
Auszug I d-LG. = 0,10 Mn+SH | 0,53. 2,16 

GA. 0,20 

Sarkom- Die Halfte des Mn+SH |! 0,04 0,38 

pulver- | Sarkompulvers 

riickstand 


Den Ergebnissen der Extraktionsversuche entnehmen wir: J. In 
den Leber- und Tumorzellen liegen die ,,natiirlichen** Peptidasen so 
gut wie vollstandig, die ,,unnatiirlichen’’ Dipeptidasen zum gro ten 
Teil in geléstem oder leicht léslichem Zustande vor. Das fiir intra- 
cellulaire Enzyme mégliche Verhaltnis Lyo-: Desmo-: Endo-Enzym ist 
in Leber- und Tumorzellen in der Regel fast ganz zugunsten der Lyo- 
Peptidasen verschoben. 2. In den Nierenzellen sind die Peptidasen 
zum gréBeren Teil in geléster bzw. leicht léslicher, zum kleineren Teil 
in schwer- oder unléslicher Form enthalten. Das Verhaltnis Lyo- 
: Desmo-: Endo-Peptidasen ist auch hier noch zugunsten der Lyo-Form 
verschoben, doch nicht mehr so ausschlieBlich wie bei den Leber- 
und Tumorpeptidasen. Denn in den Nierenzellen liegen doch merk- 
liche Mengen Desmo- bzw. Endo-Peptidasen vor. 

Frl. R. Frey und Fri. E. Schreiber danke ich fiir ihre sorgfaltige ex- 
perimentelle Mitarbeit. 














Urankonzentration 
der in Beziehung stehenden Organe: Hirnanhang, 
Schilddriise, Keimdriisen, Nebenniere 
und Bauchspeicheldriise. 
Von Josef Hoffmann. 
(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie anorganischer Stoffe 

der Technischen Hochschule in Wien.) 

(Eingegangen am 19. November 1942.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die funktionellen Beziehungen der Organe untereinander 
gibt das medizinische Schrifttum ausfiihrlich Bescheid. Das Unter- 
suchungsmaterial: Hirnanhang, Nebenniere und Bauchspeicheldriise einer 
18 jahrigen, die einen unnatiirlichen Tod gestorben war, stammt vom 
Institut der gerichtlichen Medizin und Kriminalistik der Universitat 
in Wien. 

Die Ermittlung der Urankonzentrationen. 


Die Uranwerte der Probe- und Vergleichsglaser sind mit der gleich- 
gespeisten Ultraviolettlampe, einschlieBlich demselben Woodschen 
Filter wie friiher, und zwar im auffallenden Licht mit dem Dunkelraum 
der Kammer als Hintergrund in wechselnden Lagen kontrollierend 
bestimmt worden. Die MaBnahme wurde deshalb eingehalten, weil 
bei analytisch nicht restlos ausschaltbaren Spuren geringe Anderungen 
der Glasdurchlassigkeit eintreten kénnen, die sich in verschiedener 
Weise auswirken kann. Sind es lichtabsorbierende Metallspuren, so 
erscheint die Fluoreszenz um ein geringes vermindert, handelt es sich 
um schwer zu beseitigende Phosphatspuren, kann die_begiinstigte 
Durchlassigkeit etwas erhéhte Fluoreszenzwerte vortaiuschen. Der 
zweite Fall lag bei den Probeglisern der Hypophyse vor, bei der es in 
der vorliegenden Aschenmenge von 0,0008 g unméglich war, die Phos- 
phationen restlos zu beseitigen. Hier ergab sich bei durchgangigem 
UV 3-10-8§¢gU/25mg NaF, im auffallenden nur etwa 2-10-§g¢g U 
pro 25mg NaF, die in Rechnung genommen wurden. Es ist somit 
hier, wie in allen friiheren Fallen, darauf geachtet worden, daB die 
erregende Strahlung bei gleich schweren und gleich dicken Glasern 
desselben Volumens bis zur konstant bleibenden Tiefe eindrang und 
die Fluoreszenzstirke als sicher vergleichbarer Wert gelten konnte. 


Nebenniere. 


Beide Organe, etwa 6cm lang, waren ungleichartig entwickelt: 
a) zungenférmig, etwa 1,9 em dick; b) keilig geformt, etwa 3 mm dick. 
Beide Organe fluoreszierten gleich gelblichweiB. Ihr Gesamtgewicht, 
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11,6323 g, ergab 0.0831 g kohlefreie Asche, die sich in Salzsdure restlos 
mit gelber Farbe léste. Nach Beseitigung von 0,0017 g¢ SiO, sowie 
der nicht gewogenen SO,- und PO,-lonen ergab das mehrfach gefallte 
und abgetrennte Uran die Leuchtstarke knapp tiber 5 - 10-8 g U/25 mg, 
weshalb 6 - 10-8 in Rechnung genommen werden konnte. Entsprechend 
der gesamten aktivierten Menge von 1,0000g, welche auch bei den 
spiteren Fallen benutzt wurde, ergaben sich: 240- 10-8 ¢ U/0,0831 

2,8- 10-59 U |g Asche, Nebenniere = 2,8- 10-3% U und 240- 16-8 ¢ U 
pro 11,6323 — 2,06- 10-7 g U/g Nebenniere — 2,06- 10-7 U sowie das 
Nebennierenuran — 2,39- 10-8qg U. 


Pankreas. 

Das etwa 16cm lange, 3 bis 4cm breite und 79,9340 ¢ schwere 
Organ hinterlie8 ein kaliumhaltiges Phosphatglas, das sich wieder in 
Salzsiure gelb léste. Nach der Kieselséureabscheidung fiel durch 
Schwefelwasserstoff eine Cu- und eine As-Spur. Der gewaschene Sulfat- 
niederschlag wurde aufgeschlossen, entsprechend mit Wasser aus- 
gelaugt und das wasserige Filtrat mit der Probelésung vereinigt. Die 
phosphatfreie Lésung ergab die Uranmenge entsprechend | bis2- 10-8 gU 
pro 25 mg, wobei erfaBt wurden: 60 - 10-8 g U/0,8503 — 7,05 - 10-69 U 
pro g Asche, Pankreas 7,05 - 10-4% U baw. 60 - 10-8 ¢ U/79,9340 

7,5-10-9g U/g Pankreas 7,5-10-7% U und das Pankreasuran 
6-10-79 U. 
Hypophyse. 

Das nur kleinbohnengroBe, 0.5843 g schwere Organ hinterlie} beim 
Veraschen 0,0008 g eines weiBlichen, Fe und K sowie Halogenidspuren 
enthaltenden Phosphatglases, das sich in Salzséure, trotz des Schwer- 
metallgehalts nur farblos léste. Die Abtrennung der Phosphorséure 
war bei der minimalen Probemenge mit ahnlichen Schwierigkeiten ver- 
bunden wie die normale Uranfallung, die keinen sichtbaren Niederschlag 
und daher nur unfiltrierbare Mengen erbrachte. Es wurde deshalb eine 
Nachfallung unter Zusatz von FeCl;, Merck pro analysi, angeschlossen, 
das dreimal mit reinstem kohlenséurefreiem Ammoniak  gefallt 
und dessen Niederschlage mit Ammoniumearbonat zweimal umgefiallt 
worden waren. An dem erzeugten Kolloid hatten die bei normaler 
Analyse durchgegangenen Uranspuren Gelegenheit zu adsorbieren. 
Nach dem zweiten MitreiBverfahren waren die adsorbierbaren Uran- 
spuren insgesamt knapp oberhalb 10-8 g U/25 mg gelegen. Ein weiteres 
Verfahren ergab keinen Erfolg. Die Uranmenge ist somit: 80 - 10-5 ¢ 
U/0,0008 1-10-%gU/g Asche, Hypophyse 1: 10-1° U baw. 
80 - 10-8 g U 0.5843 = 1,36-10-%g U prog Hypophyse 156+ 10-4% 
und das Hypophysenuran, infolge des Driisengewichts kleiner als 1 g, 
nur 69-10-7g VU. 
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Diskussion der Analysenergebnisse, 


In den einzelnen Organen liegen, mit abhangig vom Volumen und 
Gewicht der Organe, 
Urande pots 


aufgestapelt vor, die drei verschiedenen GréBenordnungen entsprechen: 
Organuran 10-7; Knochenmark etwa 6,6, Hypophyse 6,9, Pankreas 7,99; 
Organuran 10-6: Leber 1,02, Niere 1,6, Blut etwa 2, Nebenniere 2,39, 
GroBhirn etwa 2,5, Ovar sowie Prostata 6; Organuran 10-5: Schilddriise 1, 
Lunge etwa 1,12, Samenblase 1,9, Milz 7,2. 


Die Urandepots sind in fiinf abgestuften Urankonzentrationen 
wirksam: 


Hirn, 1,8 -10~°gUig 
Niere, 5,0 ... 
Pankreas ee. 2 ee, 
Knochenmark, 8,3 ........... 
Innere Niere, 1,3 -10~* gUjg 
Leber, 6,6 
DAME GA 058 e255 x0 






Nebenniere ........... 2,06-10~" gUjg 
Gear: B27 csicieucs 
Samenblase, 3,63 .....-.... 


Prostata, 4,00 .......... 


Schilddriise........... Oe hee 
MAUS, O50 ose ceed 
Hypophyse........... 1,36-10~° gU| 


Die niedrigste Urankonzentration des Blutes umspiilt saimtliche 
Organe und konzentriert sie in den Driisen und Organen in ver- 
schiedenster Weise. Im Hirn, dem Organ des Fiihlens, der Bewegungs- 
auslisung, des Denkens usw., liegt die nachst hGhere Konzentration vor. 
Enthalt die Gesamtniere noch die gleiche GréSenordnung, so ist die 
innere Niere mit 1,3 - 10-8 g U/g in Ubereinstimmung mit der normalen 
Harnkonzentration 1,2-10-8gU/Liter. Das Knochenmark, die 
Bildungsstatte der roten Blutelemente, ist gegeniiber dem Blute um eine 
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GréBenordnung vermehrt und beziiglich des absoluten Wertes wesentlich 
konzentrierter. Leber und Lunge sind mit der gleichen GréBenordnung 
ausgestattet: ihre absoluten Werte itiberwiegen die der Niere, deren 
enormer Energieumsatz nur durch Osmose und Filtration, somit durch 
physikalische Funktionen begriindet ist. DaB das Lungenuran in den 
Dienst der Gasreaktionen gestellt ist, war zu erwarten; diese Vermutung 
wird dadurch zur Gewibheit, weil in den griinen, assimilierenden 
Pflanzenorganen meist die gleiche GréBenordnung, mitunter die nahezu 
gleichen Mengen vorliegen: 6,48-16°8¢ Ug Tannennadeln, 4,76 
-10-8¢ Ug Blatter, Birnbaum, bzw. 1,19- 10-8 ¢ U/g assimilierende 
Blatter und Stéimme, Quecke. Mit der GréBenordnung 10-7 ¢ Ug 
Organ sind Nebenniere und die Zeugungsorgane, Ovar bzw. Samen- 
blase und Prostata, ausgestattet. Die Schilddriise, die die Keimdriisen 
beeinfluBt, sich zur Zeit besonderer Zeugungsbereitschaft vergréBert, 
laBt beziiglich ihrer absoluten Urankonzentration noch ein geringes 
Plus erkennen. Die Milz, die im nachembryonalen Zustand die wichtigste 
Blutbildungsstatte ist, in der im 28-Tagerythmus die Erythrocyten 
erneuert werden, enthalt in der Pulpa Vorstufen der Erythrocyten, 
Leucocyten, Phagocyten, sowie Pigment, das den zerfallenen Blut- 
korpern entstammt; ihre Urankonzentration tiberragt knapp die der 
Schilddriise. _Die héchste Urankonzentration von 1,36- 10-6 liegt im 
kleinsten dieser Organe, der Hypophyse, vor, die ihre Wirkstoffe sowohl 
ins Blut wie in den Liquor des dritten Ventrikels ergieBt. Die Hormone 
greifen somit in den Blutbahnen sowohl von der Kérperperipherie als 
vum nervésen Zentralorgan aus an. Ihre adenotropen Hormone be- 
herrschen nicht nur die Schilddriise, sondern die innensekretorischen 
Driisen wie die Geschlechtssphare, die Nebenniere, den Pankreas sowie 
den Wasserhaushalt des Kérpers und nehmen EinfluB auf die Harn- 
konzentration, Hormonprozesse werden erst durch katalytisch wirkende 
Metallspuren angekurbelt. Vergleicht man die vorliegenden Uran- 
konzentrationen dieser von der Hypophyse tiberordnend beeinfluBten 
innersekretorischen Driisen, so ergibt sich eine beziiglich der GréBen- 
ordnungen tibereinstimmende Analogie: 


Hypophyse: 


an & 


1,36 - 10 


gUlg 






Schilddrise, 4,52-10~" gUlg 
Geschlechtssphire, 3,27 bis i poate 
Nebenniere, 2-10~7 g U| 


Pankreas, 7,5° oes 
Wasserhaushalt 


des Kérpers und damit die Harnkonzentration 1,2. 107 *gU Liter 
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Ist vor kurzem an dieser Stelle nachgewiesen worden, da Uran 
sowohl durch pflanzliche wie tierische und menschliche Fortpflanzungs- 
kérper von einer Generation zur anderen vererbt wird, wobei sich in 
der Zwischenzeit das Belegmaterial ohne Fehlresultate noch vermehrt 
hat, so ist Uran als physiologischer Faktor anzusprechen; die gradweise 
héher liegenden Urankonzentrationen vibergeordneter Driisen, vor allem der 
Hypophyse, ist eine Kigentiimlichkeit, die mit zufallig nur als Ballast- 
stoff mitgeschleppten Uranspuren nicht in Einklang zu bringen ware. 
Der Nachweis, daB durch radioaktive Stoffe, wie Uran oder dem aus ihm 
entstandenen Radium bzw. Radon, Lebensprozesse derart begiinstigt 
werden, daB bei Hefe eine giinstige Zellvermehrung die Folge ist (R. Gar- 
zuly-Janke und J. Hoffmann), beim Seidenspinner (J. Hoffmann) die 
Larven-, Kokon- sowie Seidenentwicklung begiinstigt wird, durch 
Radon der Pflanzenwuchs (H. Molisch) geférdert und selbst die Ent- 
wicklung des Hiihnereies zu kraftigeren und schweren Kiiken fiihrt 
(J. Stoklasa), besagt, daB sie allgemein in Lebensprozesse forderlich ein- 
zugreifen vermégen. Der bei Hefezelle, Hiihnerei sowie Falter, Larve, 
Seide des Seidenspinners erbrachte Nachweis, daB es sich hierbei nicht 
um kérperfremde, sondern um_ natiirliche Bausteine der Lebewesen 
handelt, die bei der stimulierenden Wirkung nur gegeniiber dem 
natiirlichen Gehalt der Radioaktivitat giinstig vermehrt zur Anwendung 
kommen, spricht dafiir, daB Uran fundamentell an Lebensvorgdngen 
beteiligt ist, woraus sich auch seine Ubiquitat in lebenden Koérpern 
erklart. 

Literatur, 

Edlbacher, S., Phys. Chemie, Berlin 1941. Garzuly-Janke, R., u. 
J. Hoffmann, EinfluB von U auf Hefezellen, diese Zeitschr. 313, 372, 
1943. — Radioaktive Elemente im Bomyx mori, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
276, 275, 1942. Lehnarzt, E., Chemische Physiologie, Berlin 1942. 
Molisch, H., Sitz.-Ber. 120, I A, 3, 1911; 121, I A, 10, 1912. Stoklasa, J., 
Biolog. Ra u. U, 8S. 769 u. 889, Berlin 1932. 
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Uber Kohlensiiureanhydratase. 
Erwiderung auf die Ausfiihrungen von M. Kies¢ 
in dieser Zeitschr. 313, 419, 1942. 

Von 
Michael Leiner. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin. 
(Eingegangen am 2. Februar 1943.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Uber den AusschluB des Diffusionseinflusses auf seine MeBergeb- 
nisse gab Kiese (1) bei seinen kinetischen Untersuchungen iiber die 
Kohlenséureanhydratase bisher folgendes an: ,,Da die Reaktion bei 
héheren Temperaturen recht schnell verlauft, wurde das Reaktions- 
gefiB bei diesen Reaktionen mit einer Geschwindigkeit von 600 bis 
700 Doppelschwingungen /Minute geschiittelt, um Verzerrungen durch 
die Diffusion zu vermeiden.’‘ Danach fiihlte ich mich berechtigt, in 
dem von Kiese beanstandeten Bericht tiber seinen kinetischen Aufsatz 
folgenden Satz zu schreiben: ,,Da nicht bekannt ist, wieweit die ge- 
brauchte Apparatur den EinfluB der C O,-Diffusion ausschaltet, behalten 
die Messungen der Geschwindigkeitskonstanten einen Unsicherheits- 
faktor.‘* Erst in dem hier zur Beantwortung stehenden Aufsatz bringt 
Kiese Kurven, nach denen bei einer Schiittelung von 600 bis 700 Doppel- 
schwingungen /Minute jene Grenze der Diffusionsbeschleunigung er- 
reicht wird, die mit seiner Apparatur erzielt werden kann. Mit einer 
Apparatur, die der Kieseschen (2) auch in den GréBenverhaltnissen 
nachgebildet ist (auch vom gleichen Glasblaser gemacht ist), kénnen 
wir im Gegensatz zu Kiese jedoch den DiffusionseinfluB nicht so weit- 
gehend ausschalten, daB die Geschwindigkeit der Reaktion allein von 
der Fermentkatalyse und nicht auch noch von der Diffusion bestimmt 
wird (s. unten). 

Uber die Leistungsfaihigkeit von Kieses Apparatur in bezug auf die 
Ausschaltung des Diffusionseinflusses liegen die Urteile einiger von mir 
angefiihrter Autoren vor. Van Goor (3), welcher bei seinen Dehydratations- 
messungen eine sehr kleine Fliissigkeitsmenge durch einen Motor mit 
1200 Umdrehungen /Minute bewegte, schreibt zu seinen Messungen: ,,Obwoh|] 
das Volumen der Lésungen so klein wie méglich gewahlt ist, wird doch, 
ebenso wie bei der ,,Bootsmethode“, die Geschwindigkeit des Reaktions- 
verlaufes letzten Endes von der Geschwindigkeit begrenzt, mit welcher 
das CO, aus der Fliissigkeit diffundieren kann.** Luckner (4) schreibt: 
Die von Roughton und seinen Mitarbeitern benutzte manometrische 
Methode eignet sich nicht fiir die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit 
des CO,-Austausches unter Bedingungen, mit denen im physiologisc ben 
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Geschehen zu rechnen ist; es konnten mit ihr nur relative, unter sich aber 
gut vergleichbare Werte gewonnen werden.‘ Obgleich es sich bei Luckner 
um den Austausch von CO, zwischen Blut und Gasraum handelt, kann sein 
Ausspruch doch herangezogen werden, denn nach der Gleichung von 
Stephan und Hiifner (5) wird die Diffusionsgeschwindigkeit durch eine 
Fliissigkeit wesentlich mitbestimmt durch den Loésungskoeffizienten des 
Gases. Dieser ist fiir Blut beim CO, fast der gleiche wie fiir Wasser, namlich 
bei 38° fiir Wasser 0,55 und fiir Blut 0,51, und es ist danach anzunehmen, 
daB die Diffusionsgeschwindigkeit von CO, fiir beide Fliissigkeiten der 
GroBenordnung nach gleich ist. 

Der DiffusionseinfluB bei der Kieseschen MeBanordnung ist aber auch 
noch in einer anderen Hinsicht eine Fehlerquelle. Kviese (1) gibt an, daB 
die Lésung von CO, in der Reaktionsfliissigkeit in 3 bis 4 Sekunden nach 
Beginn der Schiittelung beendigt sei. Daher glaubt er, die eigentliche 
Messung nach 5 Sekunden Schiittelung beginnen zu kénnen und er wahit 
die MeBwerte zwischen 5 und 20 Sekunden seiner Zeitkurve zur Berechnung. 
Bei unseren Messungen aber zeigte es sich, daB die Lésung des CO, nach 
5 Sekunden Schiittelung noch nicht beendigt ist. Es wurde z. B. gemessen, 
wieviel CO, sich in Absténden von 5 Sekunden in 10 cem Wasser bei an- 
naihernd 0° auflésen, und zwar bei 650 Doppelschwingungen /Minute und 
einem CO,-Druck von 220 mm Hg im vorher auf Wasserdampfdruck eva- 
kuierten Manometer. In den ersten 5 Sekunden diffundierten etwa 3,2 cem 
CO,, inden zweiten etwa 1,4 ccm und in den dritten etwa 0,1 com. Natiir- 
lich ist die Lésungsgeschwindigkeit von der Schiittelgeschwindigkeit stark 
abhangig. Bei einem CO,-Druck von 113 mm Hg waren in den ersten 5 Se- 
kunden bei 450 Doppelschwingungen /Minute 37°, bei 550 Doppelschwin- 
gungen/Minute 62°, und bei etwa 680 Doppelschwingungen /Minute 76°, 
der zur vollen Sattigung des Wassers notigen Gasmenge gelést. Nahmen 
wir statt Wasser die von Kiese gebrauchten Pufferlésungen, so ergaben 
sich nur die durch den Puffer bedingten Veranderungen. Auch bei ihnen 
war die CO,-Lésung nach 5 Sekunden noch nicht beendigt. Das geht z. B. 
aus folgenden Ablesungswerten in mm an dem einen Manometerschenkel 
hervor, die mit eitem CO,-Druck von etwa 220 mm Hg und einer Schiittel- 
geschwindigkeit von 650 Doppelschwingungen/Minute gewonnen wurden: 





5 Sekunden-Zeitabschnitte: | £: 2. 3. 4. 5. 
WAM ois coe hes ee Has 103 44 3 1 ( 
m/10 Phosphat py 6,8 .......... 91 30 5 2 2 
m/10 Phosphat py 8 ........... 92 35 5 3 3 
m/10 Phosphat py 7,4 + Ferment 123 90 54 26 14 


Diese Ausfiihrungen zeigen, dafgS meine Bemerkung tiber einen 
vielleicht nicht beachteten DiffusionseinfluB auf die Kieseschen Meb- 
ergebnisse am Platze war. 

2. Kiese (1) glaubt, die starke Fermentinaktivierung durch das 
heftige Schiitteln und die pxu-Verschiebung bei der Reaktion eliminieren 
zu kénnen, indem er seine Zeitkurven, die aus Ablesungen in Abstanden 


von 15 Sekunden gewonnen sind, tiber den ersten MeBpunkt bis zur 


Zeit 0 verlangert. Da die Fermentlésung schon vor der Messung wahrend 
des Evakuierens der Apparatur ,,eine Weile’ geschiittelt wird, .,um 
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Uber Kollensaureanhydratase, 4 


geloste Gase zu entfernen’, ist die Ausschaltung der Denaturierung 
unvollstandig und ihr Grad verschieden, je nach der Dauer dieses 
Schittelns. Dazu kommt die Unsicherheit, die in dem Aufsuchen det 
Reaktionsgeschwindigkeit zur Zeit 0 durch die Verlangerung des Kurven- 
anfanges liegt. Der gesuchte Punkt kann nicht berechnet werden, weil 
die Daten dazu fehlen, die vorhandene Zeitkurve legt aber die Richtung 
der Verlangerung nicht eindeutig fest. Durch kleine Fehler kann die 


Richtung des gezogenen Kurvenendes wesentlich mitbestimmt werden 





Abb. 1. Die Katalytische Wirkung der Kobhlensiureanhy- c | 
dratase auf die Hydratation des Kohlendioxyds in Ab- | 9 
hingigkeit vom CO,-Druck. Gemessen mit der Boots | 
apparatur von Brinkman. Margaria, Meldrun und } 
Roughton in der Ausfiihrung von HKiese Temperatur | 
O05" ¢ Im ReaktionsgefiB LO cem 0,2 mol. Phosphat- 1 
losung, Dy 7,6 200 7 Pepton (als Stabilisator) 10) 3 ry 


eines etwa 2 Jahre alten Fermentpraiparats 
Kurve 1: Fermentumsatz bei einer Schiittelgeschwindig- 
keit von 400 Doppelschwingungen pro Minute. Kurve 2 
Fermentumsatz bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 
650 Doppelschwingungen/Minute. Zur Berechnung det 
Ergebnisse wurde die Niveauiinderung der Sperrfliissig 
keit zwischen der 10. und 20. Sekunde nach Beginn der 
Schittelung benutzt Die geringe Py-Veriinderung der 
Reaktionsfliissigkeiten in dieser Zeit muBbte vernach- 
liissigt werden. Die Berechnung erfolgte nach der Glei- 
chung von O. Warburg. In den ersten 10 Sekunden des 
Versuchs wurde auch bei der Kurve 1 mit 650 Doppel- 
schwingungen Minute geschiittelt, um die Loésung des 
CO, zu beschleunigen. Bei den Messungen ohne Ferment 


Fermentumsara 











A r 7 
enthielt die Reaktionsfliissigkeit ebenfalls 200 7 Pepton 7 40 ” 00 a... 4 
PO, —= 


Solche Fehler treten z. B. haufig beim Ablesen des ersten Wertes nach 
5 Sekunden auf, wenn er nicht photographisch registriert wird. So 
durchlief z. B. bei der Bestimmung des Kurvenpunktes fiir einen CO,- 
Druck von 200 mm Hg in der Kurve 2 der Abb. 2 die Sperrfliissigkeit 
in dem einen Manometerschenkel in den ersten 5 Sekunden 127 mm, 
in den zweiten 8l mm. In der 5. Sekunde durchlief sie also etwa 21 bis 
22 mm und in der 6, Sekunde 19 bis 20 mm. Wenn nur eine halbe Se- 
kunde friiher oder spater abgelesen wird, entstehen beachtliche Fehler, 
die sich fiir die graphische Extrapolation bedenklich auswirken. Abnlich 
verhalt es sich, wenn in den ersten 5 Sekunden das eingeleitete Kohlen- 
dioxyd noch nicht ganz gelést ist. Dadurch kann das zu ziehende 
Kurvenende eine derartig fehlerhafte Richtung bekommen, dab es zu 
ganz falschen Ergebnissen fithrt. Es ist tiberhaupt fraglich, ob sich die 
pu-Veranderung und die Fermentdenaturierung in der Mebzeit durch 
die graphische Extrapolation eliminieren lassen, Avese meint, nur in 
der Zeit 0 seien definierte Verhaltnisse gegeben. Das ist an sich richtig, 
es ist nur die Frage, ob diese definierten Verhaltnisse durch seine Methode 
gefunden werden, Im iibrigen legt er in seinen Arbeiten haufig groben 
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Wert auf Messungen, die sich ttber mehrere Minuten erstrecken und 
bei denen nicht auf die Zeit 0 extrapoliert ist, z. B. bei der Priifung von 
Cystein, Histidin, Muskelextrakt usw. auf ihre aktivierende Wirkung, 
die er (6) im Gegensatz zu uns nicht finden kann. 

3. Fiir Kieses (6) kinetische Betrachtungen bildet der Ferment- 
umsatz bei der Hydratation des CO, in Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration die Grundlage. In dem Mabe, wie diese Grundlage 
richtig oder unrichtig ist, sind auch seine darauf aufgebauten iibrigen 
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Angaben richtig oder nicht. Er fand eine zunehmende Abnahme der 
monomolekularen Geschwindigkeitskonstanten der Fermentkatalyse 
mit wachsendem CO ,-Druck, aber eine Zunahme des Fermentumsatzes 
bis zu einem Grenzwert bei einem CQO,-Druck von etwa 70 mm Hg. 
Meldrum und Roughton (7) maBen eine stetige Zunahme der Ferment- 
aktivitat bis zu CO ,-Drucken tiber 1 Atm. Lhre Wirksamkeitskurve 
steigt proportional dem CQO,-Druck bis etwa 380 mm Hg und verlauft 
dann allmahlich flacher, besonders bei CO,-Drucken iiber 760 mm Hg. 
Um den EinfluB8 der px-Verschiebung durch hohen CO,-Druck zu 
verringern, wahlen sie eine hohe Pufferkonzentration (0,2 mol. Phosphat- 
lésung, pu 7.6). Sie schiitteln mit 300 bis 400 Doppelschwingungen pro 
Minute. Kiese wahlt 0,04 mol. Phosphatpuffer, pu 7,4, und eine Schiittel- 
geschwindigkeit von 600 bis 700 Doppelschwingungen Minute. 

Die MeBergebnisse von Meldrum und Roughton lassen sich reprodu- 
zieren (Abb. 1, Kurve 1). Schiittelt man nicht mit 400, sondern mit 
650 Doppelschwingungen, so bleibt der Verlauf der Kurve in der Haupt- 
richtung der gleiche. Bei einem CO,-Druck von 200 mm Hg ist der 
Grenzwert, der bei Kieses Kurve bei 70 mm Hg liegt, noch lange nicht 
erreicht. Die Kurve 2 zeigt neben der héheren Lage im Vergleich zu 
Kurve 1 eine starkere Abflachung mit steigendem CO,-Druck. Dies 
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ist eine Folge des verringerten Diffusionseinflusses. Dieser ist aber in 
der Kurve 2 noch nicht ganz ausgeschaltet, wie ein Vergleich mit Abb. 2 
zeigt. Wiederholt man namlich die Messungen mit der Kieseschen, 
weniger konzentrierten Pufferlésung, so behalt die Kurve zwar bei 
400 Doppelschwingungen Minute einen ziemlich steilen Anstieg, dagegen 
zeigt die bei 650 Doppelschwingungen/ Minute diesen steilen Anstieg 
nur bis etwa 100 mm Hg, um dann flacher zu werden, ohne allerdings 
deutlich einen Grenzwert zu erreichen. Da bei der hohen Pufferkonzen- 
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tration, die .Weldrum und Roughton wahlen, der Gesamtumsatz sehr 
viel gréBer ist als bei der AKieseschen Messung, ist auch ein gréBerer 
DiffusionseinfluB vorhanden, der sich in dem steileren Verlauf der 
Kurven auswirkt. Beide Abbildungen und Abb. 3 zeigen, dai man 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen verschiedene MeBergebnisse 
bekommt, auch bei einer Schiittelung von 600 bis 700 Doppelschwin- 
gungen /Minute. 


Der Verlauf der Kurven der Abb. 1 und 2 zeigt, dab durch die 
Verringerung des Diffusionseinflusses mit wachsendem CO,-Druck 
und damit auch zunehmendem Druckgefalle die Belieferung der Ferment- 
molekiile mit CO,-Molekiilen giinstiger gestaltet wird, so daB die Ge- 
schwindigkeit dieser Belieferung der Geschwindigkeit der Ferment- 
_katalyse allmahlich naher kommt. Bei unseren Versuchen konnte aber 
nie der Grenzwert gefunden werden, den Kiese (6) angibt. In diesem 
ware der DiffusionseinfluB auf die Geschwindigkeit der Reaktion auf- 
gehoben. Kiese erklart den Anstieg seiner Fermentkurve bis zu einem 
Grenzwert bei einem CO,-Druck von 70 mm Hg mit einer C O.-Ferment- 
verbindung von langer Lebensdauer. Bei dem Grenzwert ist nach ihm 
die Sattigung aller Fermentmolekiile mit Substrat erreicht. Mit Hilfe 
seiner Umsatzkurve bestimmt er dann die Michaelis-Konstante. Nach 
unseren Messungen ist zu der Kieseschen Annahme kein zwingender 
Grund vorhanden. 
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Mit keiner Fermentkonzentration erhielten wir Kurven, die der Aes¢ 
schen entsprechen. Die Kurven der Abb. | und 2 sind mit der sehr groBen, 
aber nicht maximal wirkenden Fermentmenge von 107 gemacht. Nimmt 
man daftir nur ty Ferment, um die Reaktion zu verlangsamen, so behalten 


die Kurven doch den gleichen Charakter wie die der Abb, 2 (Abb. 3). Benutzt 
| 


man aber statt 10» 1007 des gleichen Fermentpraparats, so wird dic 


Reaktion auch mit einem Puffer von 0,04 Mol, py 7,4, so sehnell, daB sic 
hur ganz ungenau zu messen und tiberhaupt nicht zu berechnen ist. 

Die absolute Menge des COg, die sich erst nach 5 Sekunden Schiitte 
lung in der Reaktionsfltissigkeit lést, wachst mit zunehmendem CO, 
Druck. Dadureh entstehen bei der Aveseschen Auswertungsart mit 
zunehmendem CQO.-Druck gréBer werdende Fehler der Fermentumsatz 
zahlen. Ferner kénnen die ‘Bedingungen bei der manometrischen 
Hydratationsmessung auch einen hemmenden EinfluB verdecken, den 
zunehmender CO,-Druck auf das Ferment sehr wahrscheinlich ausiibt, 
wobei das CO, nicht als Substrat auftritt, sondern wohl ahnlich wirkt 
wie auf die Histaminase, die Katalase und die %-Aminosiureoxydase, 
welche Fermente in ihrer Wirksamkeit nach Kiese (2) durch CO, ge 
hemmt werden kénnen. 

Kiese findet eine Zunahme seiner -Wichaelis-Konstanten von 
1.2-10°3 bis 5,2- 10-3 mit steigender Temperatur von 1 bis 12,59 ¢ 
bei po 7.4 und benutzt dieses Ergebnis zur Berechnung kinetische: 
Daten und als Grundlage weiterer Messungen. Abgesehen von den mit 
steigender Temperatur zunehmend unsicherer werdenden Aicseschen 
Messungen, liBt sich sein Ergebnis vollstindig erkliren dureh den mit 
steigender Temperatur wachsenden Diffusionseinflu& und den ver- 
schiedenen (9 fiir die Reaktion ohne und mit Ferment, so daB es fraglich 
ist. ob seinen kinetischen Angaben eine reale Bedeutung zukommit 

t. Wegen der als Sperrfliissigkeit in der Manometerkapillare seine: 
Bootsapparatur von Kiese verwendeten 380° igen Schwefelsiure mu die 
Kapillare einen Querschnitt von mindestens 2 bis 3 qmm haben. Bestimmi 
Kiese nun den Fermentumsatz, indem er die nach Brinkman, Margaria 
und Roughton (8) errechnete Geschwindigkeitskonstante der benutzten 
Phosphatlésung von derjenigen der Gesamtreaktion subtrahiert und dies« 
Differenz mit dem Anfangs-CO,-Druck (Pcoo,) und zo, 9.65 - 10-5 Mol 
- 1 1- see! multipliziert, so gehen in diese Umsatzrechnung der Querschnitt 
und das Volumen der Manometerkapillare nicht mit ein, Die Berechnung 
der Geschwindigkeitskonstanten Aeog, nach Brinkman, Margaria und 
Roughton ist tolgende: ; 

I ValVr+a, P, 
he ro 1 wr 2 = 
(P; und P, = CO,-Druck zur Zeit t; und t,, Vq und Ve Volumen von 
Gas- und Fliissigkeitsraum, « = Léslichkeitskoeffizient fiir CQ,). 

Zu Kieses Umsatzrechnung, bei der es sich um die Gewinnung der 
noch umstrittenen Wichaelis-Konstanten dreht, schrieb ich in dem von ihm 
beanstandeten Bericht folgende sachliche Feststellung: der Fermentumsatz 
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ist nicht gewonnen durch Subtraktion des Umesatzes des Putters ohne 
Ferment von dem CGesamtwisatz*, den Avese talsch autgefabt hat. Wenn 
er, statt die Geschwindigkeitskonstants nm voneinander abzuziehen, die direkt 
berechneten Umsdtze voneinander abgezogen hatte, so hatte er auch den 
Querschnitt der Manometerkapillare mitberticksichtigen kénnen, so wie 
das nach der Gleichung von Warburg (9) fiir ein Ditferentialmanometer 
mit weiter Manometerkapillare geschieht: 


) ’ , , bis) 

x ‘ Q : 1P Mo sa ha 2) 
w= das bei 0° in der Zeit ¢,— ¢, im Gasraum = verschwundene CO,, 
P, = Normaldruck (760 mm Hg), P = Druck im Manometer bei Beginn 
der Reaktion, Q Quersehnitt der Manometerkapillare, <P — Druck 
differenz in der Zeit t, — t,, A = Niveaudnderung der Sperrfliissigkeit in 
der Zeit ¢, — t,, im KompensationsgefaB befindet sich keine Fliissigkeit. 


AP wird nach Warburg berechnet. Wenn alle GroBen inmm, qmm und emm 
ausgedriickt werden, ergibt die Rechnung den Umsatz in emm. 

Die von Kiese tiber die Geschwindigkeitskonstanten errechneten 
Umsatzwerte sind etwas zu niedrig. Die kleme Differenz verstarkt sich 
mit zunehmendem CQO,-Druck, da der bei Aveses Berechnung fehlende 
1. Summand der rechten Seite der Gleichung (2) mit zunehmendem CO, 
Druck wachst. Die mit der Warburgschen Gleichung gewonnene Kurve 
mit Aieses AP behalt eine dauernde sehr kleine Steigung. Roughton (10) 
teilte 1940 mit: ,,Die Michaelis-Konstante des Enzyms ist sehr hoch, denn 
sogar bei 0,1 Mol CO, wird die Maximalgeschwindigkeit der CO,-Aufnahme 
noch nicht anniéihernd erreicht.** Bei 0,1 Mol CO, ist allerdings zwischen 
der Kieseschen Berechnung des Gesamtumsatzes und der hier mitgeteilten 


nur ein Unterschied von etwa 20%, wenn eingesetzt wird: V4, 70 cem, 
Vp l0cem, V’G (Gasvolumen des KompensationsgefaBes) 70 com, 
) 2cecmm, h lO0em. Friiher glaubte ich, den Unterschied zwischen 


Kieses Kurve und den entsprechenden von uns (z. B. Abb. 2 und 8) allein 
dureh die verschiedene Berechnungsart erkliren zu kénnen. Es hegt aber 
auBer der verschiedenen Berechnung ein anderes Versuchsergebnis vor. 

5. Was Aiese ttber die Mangel unserer Messungen (12) tiber die C O,- 
und py-Abhangigkeit der Fermentkatalyse schreibt, ist in vielen Dingen 
richtig. 

Allerdings ist seine Kritik in mehreren Punkten unsachlich, z. B. in be 
zug auf die angeblich von uns nicht beriicksichtigte Katalyse des HPO,. 
Dieses tritt bei unseren Messungen des Fermentumsatzes nicht in Er- 
scheinung, da seine Wirkung bei der Subtraktion der Reaktion ohne Ferment 
von der mit Ferment aus den Fermentzablen verschwindet. In alhnlicher 
Weise wie wir haben auch AKiese und Hastings (11) im gleichen Jahr mit 
Phosphatpuffern experimentiert. Sie masen damals die Hydratation bei 
CO,-Drucken von 100 und 230mm Hg iiber die ganze Reaktionszeit im 
pu-Bereich 6,1 bis 10,1, und zwar die py-Stuten 6,1, 6,9 und 7,54 mit Phos- 
phatlosungen, die tibrigen aber mit Pyrophosphat-, Carbonat- und Veronal- 
puffern. L[hre Phosphatkonzentration war 12mal so gro wie die unsrige. 


Wahrend alle anderen Autoren die verschiedenen CO,-Drucke als 
verschiedene Substratkonzentrationen untersuchten, wollten wir (12) 
die Wirkung des CO, als Substrat ausschlieBen und maben daher mit 
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dem langsam schiittelnden Warburg-Manometer die Dehydratation. 
Wir fanden, daB mit wachsendem C O,- Druck eine immer gréBer werdende 
absolute und relative Verringerung des Fermentumsatzes eintrat. Bei 
unseren Messungen war der EinfluB der py-Erniedrigung (statt pu 6.8 
nach dem Einkippen des Bicarbonats ein py von etwa 6,9 bis 6,2) auf 
das MeBergebnis sehr viel geringer, als Kiese annimmt. Die py-Ab- 
hangigkeitsmessungen bei CO,-Drucken von 0%, 6% und 12% einer 
Atmosphare zeigen beim gleichen tatsaéchlichen py eine starke Hem- 
mung durch zunehmenden CO ,-Druck. Aber es lohnt sich nicht, auf die 
Kinzelheiten einzugehen, da bei unseren Messungen auBer anderen 
Mangeln die Schiitteldenaturierung des Ferments einen starken un- 
kontrollierten EinfluB auf das Ergebnis hatte. Bei den hohen CQO,- 
Drucken war eine sehr lange Ausgleichszeit notwendig, und das Gas- 
gemisch mubte meist zweimal eingeleitet werden. Die Schiittelinakti- 
vierung war uns damals noch unbekannt, ebenfalls die Stabilisatoren, 
mit denen sie hatte vermieden werden kénnen. So scheiden unsere 
Messungen wegen ihrer methodischen Mangel aus der weiteren Be- 
trachtung aus. Sie werden nach Uberwindung von Schwierigkeiten 
der MeBanordnung wiederholt werden. 

6. Da wir zu unseren po-Abhangigkeitsmessungen von 1940 das 
Warburg-Manometer benutzten, muBte die Dehydratation gemessen 
werden, bei der wegen des Einkippens von Bicarbonat mit Beginn der 
Messung das tatsdchliche pu der Reaktionsfliissigkeit nicht genau 
angegeben werden kann. Es wurden daher ausdriicklich nur die 
pu-Zahlen der benutzten Phosphatlésungen (5,3 bis 8,0) in die Kurven- 
zeichnung eingetragen. Die tatsdchlichen pu-Werte gleich nach dem 
Einkippen des Bicarbonats waren, wenn Luft im Gasraum war, nach 
Naherungsrechnung und kolorimetrischer Bestimmung etwa 6,4 bis 8,1, 
die sich im Verlaufe der Messung weiter erhéhten. So konnte nur ein 
relatives Bild der pxu-Abhangigkeit gewonnen werden. Dieses ein- 
geschrankte Ziel unserer Messungen, das auch durch die benutzte 
Apparatur gegeben war, und die Unvollkommenheiten der MeBanord- 
nung sind aus der Darstellungsweise unserer MeBergebnisse auch ohne 
Kieses Hinweise zu ersehen. Wenn aber Kieses py-Abhangigkeitskurve 
von 1941 im wesentlichen richtig sein sollte, so kénnen die Mangel 
unserer MeBanordnung nicht So groB sein, da unsere Kurven der relativen 
Aktivitat des Ferments mit Aieses Kurve in groben Ziigen tiberein- 
stimmen. Kiese verwendet auf Grund seiner Fermentumsatzkurve. in 
Abhangigkeit von der Substratkonzentration mit steigendem px gréBere 
CO,-Drucke, um jeweils ,,Halbsattigung’ zu erreichen. Es ist fraglich, 
ob diese MaBnahme richtig ist. 

Wenn Kiese (6) nur schreibt: ,,die Aktivitat nimmt von py 6 bis 9 zu“, 
so kann man ohne nihere Kenntnis des Gleichgewichts CO, + H,O > H,CO, 
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in Abhangigkeit vom py und den absoluten Fermentumsatzzahlen den 
SchluB ziehen, daB bei der Dehydratation der Kohlensiure in der Lunge 
in der Zeiteinheit die gesamte oder die durch das Ferment freigesetzte 
CO,-Menge mit wachsendem py steige. Sie fallt aber stark. Aus unserer 
Erklarung, die Gesamtwirkung (H’-Konzentration + Fermentwirkung) der 
Dehydratation sei natiirlich bei saurer Reaktion gréBer als bei neutraler 
oder basischer, liest Kiese heraus, wir hitten von einer H’-Katalyse auf die 
Reaktion sprechen wollen. Unsere Auslegung ist fiir bestimmte Krank- 
heiten von Bedeutung. 


7. Nachdem die Angelegenheit mit den zwei verschiedenen Arten 
von Aktivatoren vollstandig geklart ist (13) (14) (15), kommt Kiese 
noch einmal darauf zuriick. Er fiihrt aber nur unsere erste Mitteilung 
aus dem Jahre 1940 iiber diesen Gegenstand an und zitiert uns dazu 
in noch krasserer Form, als unsere urspriinglichen Darlegungen gelautet 
haben. Die spateren Mitteilungen iibergeht er, um den von uns im 
Verlaufe der Untersuchungen in der ersten Form aufgegebenen Stand- 
punkt von neuem hervorzuholen. Daf die Grundgesetze der Thermo- 
dynamik auch fiir die Fermente gelten, kann niemand in Zweifel ziehen. 
Doch werden in der Literatur immer wieder Beobachtungen mitgeteilt, 
daB durch Fermente nach gewissen Zusitzen die Gleichgewichtslage 
verschoben werden kénne. Kiese und Hastings (16) und Leiner und 
Leiner (13) weisen auf derartige Literaturbeispiele hin. 


Bei der manometrischen Messung des Gleichgewichts CO, + H,O 
= H.COx, sind die Endpunkte einer Reaktionsrichtung ohne und mit 
Ferment schwierig festzustellen wegen des stark verlangsamten Endes 
der Reaktion und der Fehlerquellen der Apparatur. Bei ihren Gleich- 
gewichtsmessungen 1940 haben Kiese und Hastings sowohl die End- 
punkte einer Reaktionsrichtung festgestellt, als auch die Halbzeiten 
beider Reaktionsrichtungen als MaB ihrer Geschwindigkeiten benutzt. 
Sie stellen z. B. die Halbzeiten beider Reaktionsrichtungen in ihrer 
Tabelle V (16) einander gegeniiber, in der sie auch den Endpunkt des 
Gleichgewichts angeben. Sie schreiben dazu: ..These data show that 
the enzyme, as wellas the other katalysts, increases the rates of hydration 
and dehydration equally. This is shown both by the agreement between 
the direct measurements of these rates and from the identical positions 
of the equilibrium pressures.‘‘ Die von mir (17) beanstandete Kurven- 
zeichnung enthalt Pfeile, die fiir die Hydratation genau die gleiche 
Halbzeit anzeigen wie fiir die Dehydratation. Wenn Kiese und Hastings 
mit dieser Zeichnung nicht darlegen wollten, daB die Halbzeiten beider 
Reaktionsrichtungen gleich sind, so waren die Pfeile iiberfliissig, wie 
auch das Zusammenstellen beider Kurven unnétig war. Wenn die 


Kurven aber zusammengestellt wurden, sollten sie auch die gleiche 
Ordinate erhalten. 
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Der CO,-Druck zu Beginn der Hydratationsmessung war 220 mm Hg, 
das py (von uns kolorimetrisch gemessen) etwa 6,65, der CO,-Druck am 
Ende der Reaktion 110 mm, was einem py von etwa 6,75 entspricht. Bei 
der Dehydratation wuchs der CO,-Druck von © bis etwa 50mm Hg, was 
emer py-Verschiebung gleichkommt von py 7 nach etwa 6,9. Die Gleich- 
vewichte beider Richtungen stimmen also nicht ganz tiberein und kénnen 
daher eigentlich nicht miteinander verglichen werden. Die fiir beide Reak- 
tionsrichtungen verwendete Fermentlésung wird bei der zuerst angestellten 
Hydratationsmessung durch Schiittelinaktivierung auf etwa den halben 
Wirkwert gebracht und wahrend der darauffolgenden Dehydratations- 
messung noch weiter inaktiviert. Es darf also gar nicht zu zwei gleichen 
Halbzeiten beider Reaktionsrichtungen kommen, wenn dureh das Ferment 
keine Gleichgewichtsverschiebung eintritt. Nach der Zeichnung von 
Kiese und Hastings (11) war die Halbzeit sowohl der Hydratation als 
auch der Dehydratation 30 Sekunden. Die der Dehydratation hatte aber 
wahrscheinlich 60 bis 90 Sekunden sein miissen, wenn die Zeit fiir die 
Hydratation richtig angegeben ist. 

8S. Kiese beanstandet mit Recht den Irrtum, der mir (17) in bezug 
auf die Geschwindigkeitskonstanten der unkatalysierten Reaktion in 
der Arbeit von Aiese und Hastings (16) unterlaufen war. Er ist aller- 
dings von mir selbst bereits am 7. Marz 1942 berichtigt worden (18). 
Durch einen Druckfehler sind in der Unterschrift der von mir wieder- 
vegebenen Zeichnung von Avese und Hastings (17) die Worte ,,Ascorbin- 
siure und ,,Carbonic Anhydrase’ vertauscht, was hiermit berichtigt sei. 
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Uber die chemische Zusammensetzung 
der menschlichen BluteiweiBkérper. 
V. Mitteilung: 
Die Zusammensetzung der Blutproteine animischer Kranker. 
Von 
Peter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat in) Pécs.) 


(Hingegangen am 11, Februar 1945.) 


In vier vorangehenden Mitteilungen (1) (2) (3) (4) haben wir unsere 
Analysenergebnisse tiber die Zusammensetzung menschlicher Blut- 
proteine mitgeteilt. Es wurden einerseits die Plasmaeiweibfraktionen. 
andererseits das Globin auf ihren Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, 
Cystin, Arginin und Histidin untersucht. Das Blut entstammte normalen 
Personen und Kranken, welche an den verschiedensten akuten und 
chronischen Krankheiten litten. Blut anamischer Kranker wurde in 
den vorangehenden Mitteilungen nicht beriicksichtigt. Der Anlaf. die 
anamischen Proteine gesondert darzustellen, war durch Arbeiten von 
Schenck (5) und Lang (6) gegeben, die fanden, dal das Globin bei 
anamischen Menschen eine dem normalen gegeniiber abweichende 
Zusammensetzung aufweist. 

Das Ergebnis der vorangehenden Arbeiten war kurz das folwende: 
Die Zusammensetzung der einzelnen PlasmaeiweiBfraktionen weist 
trotz der betrachtlichen Schwankungen der Einzelwerte eine gewisse 
Konstanz auf, so daB auf Grund der Analvsenergebnisse entschieden 
werden kann. ob das untersuchte Eiweil Fibrinogen, Globulin oder 
Albumin sei, Die Schwankungen der Einzelwerte sind allerdings gréBer, 
als die Fehlergrenzen der Methoden es zulieBen, eine Erklarung dafiir 
konnte nicht gegeben werden. Die Schwankungen waren etwas gréber 
in der Gruppe der akuten Infektionskrankheiten als in der normalen 
bzw. chronischen Krankengruppe. Das Globin der bisher untersuchten 
Kategorien erwies sich als konstant zusammengesetzt. Wegen weiteren 
Kinzelheiten mu auf die Originalarbeiten hingewiesen werden, 

Schenck (5) fand, daB das Globin individuell aufgebaut ist und 
daB& anamische Kranke itiber diese individuelle Schwankungsbreite 
hinaus ein verandertes Globin aufweisen. Nach Schenck soll das Globin 
bei hypochromen Andmien mehr Arginin und weniger Histidin als 
normal aufweisen. Lang (6) untersuchte 15 normale und 14 anamische 
Globine und fand, daB im Cystin- und Tryptophangehalt kein Unter- 











42 P. Balint u. M. Balint: 


schied, im Tyrosin-, Arginin- und Histidingehalt jedoch ein Unterschied 
beobachtet werden kann. Lang fand bei hypochromen Anadmien (Krebs- 
animie, Blutungsanaémie) etwas héhere Arginin- und niedrigere Histidin- 
werte, jedoch ist die Zahl der untersuchten Falle zu klein, um daraus 
eine fehlerkritisch gesicherte Differenz auswerten zu kénnen. Perniciosa- 
fille und aplastische Anamien wiesen eine pathologisch veranderte 
Globinzusammensetzung auf. Das beigebrachte analytische Material 
ist aber auch nach Lang zu klein, um die chemische Charakterisierung 
der Anamien durchfiihren zu k6nnen, auBerdem sind auch die Ab- 
weichungen einzeln betrachtet viel zu klein, um daraus zwingende 
Schliisse ziehen zu k6nnen, 

Bei samtlichen Anamien mu mit der Neubildung der Blutkérper- 
chen zwangslaufig eine Neubildung von Globin stattfinden. Es ware 
leicht anzunehmen, daB pathologischen Blutkérperchen ein abnormal 
zusammengesetztes Globin entsprache, und es gibt mehrere Beob- 
achtungen, wonach EiweiBkérper mit zunehmendem Alter des Indivi- 
duums eine Veranderung in der Zusammensetzung erfahren. Da nach 
der heutigen Auffassung auch die Synthese der PlasmaeiweiBk6rper 
neben der Leber dem Knochenmark zugeschrieben wird, ware es ja még- 
lich, daB einer pathologischen Blutkérperchen- bzw. Globinneubildung 
auch eine pathologische PlasmaeiweiBkérperbildung entsprache. 

Wir haben 31 Blutproben aufgearbeitet, welche ausnahmslos andmischen 
Kranken entnommen waren. Die Andmie, welche in vielen unserer Falle 
schweren Grades war, verbot die Entnahme gréBerer Blutmengen von den 
Kranken und in den meisten Fallen muBten wir uns mit 15 bis 20 cem Blut 
begniigen. Darum konnten wir die Plasmaeiwei®korper nicht immer in 
sechs Fraktionen aufteilen, sondern konnten nur die drei Hauptfraktionen : 
Fibrinogen, Globulin und Albumin darstellen. Da aus unseren voran- 
gehenden Mitteilungen ersichtlich war, daB das Gesamtglobulin mit Euglo- 
bulin bzw. Pseudoglobulin I und das Gesamtalbumin mit Albumin IT 
nahezu identische Zusammensetzung besitzt (vgl. Mitteilung I und IT), 
haben wir sie in einer Tabelle zusammengefaBt. 

In methodischer Hinsicht miissen wir ebenfalls auf die vorangehenden 
Mitteilungen hinweisen. Die Darstellung des Globins erfolgte nach der 
von Schenck angegebenen Vorschrift. Die Fraktionen des Plasmas wurden 
nach der von uns etwas abgeinderten Methode von Howe dargestellt. Die 
Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinbestimmungen wurden in der Modifikation 
von P. Balint (7), die Argininbestimmungen nach Jorpes und Thoren (8) 
und die Histidinbestimmungen nach Lang (9) ausgefiihrt. Der prozentuelle 
Aminosauregehalt wurde beim Globin auf,Trockensubstanz, beim Plasma- 
eiweiB auf ein 16% Stickstoff enthaltendes EiweiB berechnet. Das trockene 
EiweiBpulver wurde eingewogen, hydrolysiert und der Aminoséure- und 
Stickstoffgehalt des Hydrolysats bestimmt. 


0 


gefundene % Aminosaure «+ 16 


Aminosauregehalt - - 
% Gesamtstickstoffgehalt 
Samtliche angegebenen Prozentzahlen bedeuten also, wieviel g Aminosadure 
das Priparat auf 16g Gesamtstickstoff enthalt. 
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Tabelle Il. 











Pyrosin rryptophan (ystin Arginin Histidin 

5-0 + 0,36 2,03 0.15 0.34 440 + 0.46 2,65 0.17 

” (5,05 - 5,91) (1,89—2.,18) ; 2.91) | (3,62 - 5,47) | (2,26-- 2,96 
Fibrinogen A . 
| n | n } n 15 " ] n 15 

a O18 0, 0.07 OC, O00 Oo, Oot] 0 O04 

6.50 0,37 | 2,61 0.42 245 + 0,36 | 2,92 0,41 | 2,65 0.21 

7 , (5,79--6,89) (2.11 — 3,28) 1,54 --2,92) | (2,18 .-3,72) | (2.25— 2.91) 
Kuglobulin A oa 8 : ise ) : 
n 13 n 13 n 15 n 15 n 1D 

o 0,10 oO 0.12 o O09 Oo, O11 a O05 

6.03 0,41 | 2.3€ 0.26 2,51 0.31 | 2,85 0,22 | 2,54 0,25 

Pseudo- | (5,06 6.58) | (2.07 - 3.00)  (1,69— 2.95) (2, 3 3,00) (2,10- 2,96) 
globulin I | n 19 n 19 n 19 n 19 n 19 

OG, 0.09 Oo, 0,06 oO 0.07 O, 0,05 O, 0.06 

5,7) 0.17 | 2.18 + 6,96; 2.44 0.24 2.83 + 0.16. 2.60 + 0,18 

Gesamt- | (5,52--6,05) | (1,79 — 2.54) (2,19 - 2,86) | (2,61 3,07) (2,02—2,97) 
globulin | n 10 n 10 n 10 n 10 n 10 

0, 0.05 CO, 0.08 o 0.08 OG, 0.05 Oo, 0.06 

4,51 0,23 0.47 + 0,09 4.89 + 0.83 L 0,33 3,37 0,26 

, (4,14 — 5,14) | (0,31—0,71) | (2,87 — 5,93) 3,80) (2,72 — 3,76) 
Albumin II _ - . 
7 18 n 18 n 19 n 18 n 18 

Oy 0,05 0, 0,02 o, O19 a, 0,08 Oy 0.06 

1,6] 0,17 0,66 0,12 5,10 O57 3,06 0,22 3,41 0,26 

Gesamt- | (4,34 —4,80) (0.55—0,92) (4,43--5,49) | (2,69 3,35) (2,90—3,77) 
albumin | n 9 n 9 n 9 n 9 n 9 

a, 0.06 O, 0.04 0, O12 Gi 0.07 0, 0.09 

2,94 + 0,12 0,90 + 0,11 1,15 0,24 | 1,29 + 0,12 7,40 + 0,51 

roe | (2,62 3,09) (0,71—1,22) | (0,63 - 1,61) | (1,03- 1,56) (6,00 8,34) 
(ilobin 2 ‘ Q 
| n 29 n 29 n 30 n 30 n 30 

a 0,02 O » 0.02 oO, 0,44 Oo 6.02 ao, 0,09 

Tabelle I enthalt unsere simtlichen Analvsenergebnisse. Die Falle 


sind nach Krankheitsgruppen geordnet. 


In Tabelle II sind die Mittelwerte saimtlicher Ergebnisse zusammen- 





gestellt. Die Zahlen bedeuten den arithmetischen Mittelwert mit det 
sogenannten Streuung, in den Klammern befinden sich die Minimal. 
und Maximalwerte aller Ergebnisse, » bedeutet die Zahl der unter- 
suchten Faille, a, die Streuung des Mittelwertes der Beobachtungsreihe. 
Die Streuungen sind nach dem Prinzip der Fehlerquadrate berechnet, 
EKinzelheiten siehe bei Pitter (10), 


Besprechung der Versuchsergebnisse, 


Beim Vergleich der Tabelle I mit den entsprechenden Werten der 
normalen BluteiweiBkérper sehen wir, daB auch die anamischen Blut- 
proben keine auffallende Unterschiede aufweisen. Kein einziger Wert 
ist zu finden, welcher als charakteristisch fiir diese Krankheitsgruppe 
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anzusehen ware. Wenn wir die Minimal- und Maximalwerte ’ der 
beiden Gruppen vergleichen, so finden wir eine ahnliche Schwankungs- 
breite. 

Die Einzelwerte weisen auch hier gréBere Schwankungen auf, als 
den Fehlergrenzen entsprache. Eine zwingende GesetzmaBigkeit laBt 
sich nicht zeigen und es bleibt uns nur die Méglichkeit tibrig, auch bei 
den andmischen Kranken tiber die individuelle Zusammensetzung der 
verschiedenen Bluteiweibkérper zu sprechen. 


Tabelle III. 





Tyrosin Tryptophan Cystin Arginin Histidin 
N i) oe) 5 oO or) N ” ae) nN on] oe) Nn on or} 
| | | | | 
— = nN = — N = — n a — N = oat N 
xe we “ x x — xe x xe ne << x xe x 


| 
Fibrinogen. 1,7 1,2. 0 | 0,7 3,4 5,0'1,5 0,6 2,4 2,6) 1,4/1,1 0,8 0,3) 1,2 
Euglobulin. 0,5 0,9 0,3 2,0 1,2 0,5 1,9 1,1 0,3 0,9'0,6'0 0,6 0,1 0,6 
Pseudo- 


globulin I 0,2 0,6 0,8 2,8 1,1 1,8 0,6/1,6 2,56 0 1,3 1,6.0,2 2,2 2,4 


Pseudo- 


globulin II 1,6 08 — - 12,0] — | - 1,4 — | 0,3 
AlbuminI.. (2,5 — — 13,6 — | — 1,6 — |1,8 0.7 —!- 
Albumin II. (0,2 0,8 0.9.0 0,7 0,7) 3,1)0,7 1,3. 0,3 0,1 0,4, 0,4 0,5 1,2 
Globin..... 1,4 4,2 | 2,812.8 | 0,4 | 3,0'!0,4/2,0 1,2)0 3,6 2,2 0,4 0,4 0,7 


In Tabelle III sind die verschiedenen fehlerkritisch gesicherten 
Differenzen aufgetragen, welche zwischen dem Aminosduregehalt der 
entsprechenden Fraktionen der einzelnen Gruppen berechnet wurden. 
k,_» bezeichnet die fehlerkritisch gesicherte Differenz zwischen den 
Werten normaler Personen bzw. chronischer Kranker und akut fieber- 
hafter Kranker, k,; 3 diejenige der ersteren Gruppe verglichen mit 
der anamischen und ks _ , die fehlerkritisch gesicherte Differenz zwischen 
den fieberhaften und anaimischen Werten. Die Mehrzahl der k-Werte 
liegt unter 2,0, dies bedeutet, daB die entsprechenden Reihen identisch 
sind. k-Werte zwischen 2 und 4 machen die Identitaét der betreffenden 
Reihen fraglich und schlieBlich bedeuten k-Werte tiber 4,0 (in biologi- 
schem Material) eine reelle Verschiedenheit. [Theoretisches und Be- 
rechnung siehe bei Pitter (10).] In Tabelle III gibt es nur zwei Falle, 
wo die k-Werte gréBer als 4,0 sind. Einmal der Tryptophangehalt 
des Fibrinogens (k — 5,0), wo die Zahl der untersuchten anamischen 
Fibrinogene wegen Materialmangel nur 4 betrug, aus diesem Wert 
laBt sich also keine Folgerung ziehen. Das andere Mal der Tyrosin- 
gehalt des Globins, wo bei dem anamischen Blut der Tyrosingehalt 
signifikant etwas hédher ist als bei der normalen bzw. chronischen 
Krankengruppe. Die beiden Mittelwerte betragen 2,82 und 2,94, liegen 
also innerhalb der Fehlergrenzen der Methode und dies schwacht die 
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Beweiskraft dieser Differenz. Das Ergebnis der Tabelle III ist also. 
daB zwischen den Analysenergebnissen der verschiedenen Klassen der 
Blutproteine keine fehlerkritisch gesicherten Differenzen zu errechnen 
sind, 


Was nun die chemische Charakterisierung der Anamien anbelangt. 
ko6nnen wir auf Grund von Tabelle | keine fehlerkritisch gesicherten 
Differenzen zwischen den verschiedenen Anadmien berechnen. Die 
Mittelwerte der verschiedenen Typen von Andmien sind innerhalb der 
Fehlergrenzen identisch und wir kénnen auf Grund unserer Analysen 
keine Riickschliisse auf den Charakter einer Anamie ziehen. 


Bei Durchsicht der Tabelle I sind einige Analysenergebnisse auf- 
fallend, auf welche wir aufmerksam machen mdchten: 


Die Tyrosin-, Tryptophan- und Histidinwerte weisen keine Be- 
sonderheiten auf, der Cystingehalt zeigt in einigen Fallen bei ein und 
demselben Patienten auffallend groBe Schwankungen, welche sicher 
nicht in den Fehlerbereich der Aminoséurebestimmungen fallen. Bei 
einem Perniciosafall (Nr. 2 bis 3) steigt der Cystingehalt des Globins 
wahrend der erfolgreichen Behandlung von 6,63% auf 120%, bei 
einem Fall von aplastischer Anamie von 0,84 °) auf 1,53 A (Nr. 21 bis 22). 
Im ersteren Fall entspricht die Steigerung des Cystingehalts der klini- 
schen Besserung, im zweiten dagegen ist der Patient gestorben. Der 
Fall Nr, 26 bis 30 ist eine leberrefraktaére perniciosaartige Andimie, wo 
der Patient sich monatelang einseitig vitaminfrei ernahrte und dessen 
Anamie erst durch Anwendung gréBerer Hefemengen (Vitamin B) 
sich gebessert hat. Sein Albumin weist den niedrigsten Cystinwert 
(2,87 %) simtlicher Albumine auf. 


Es ist noch erwahnenswert, daB dasselbe Globin mit dem niedrigsten 
Cystingehalt den héchsten Arginingehalt besitzt und parallel mit der 
Erhoéhung des Cystingehalts der Arginingehalt auf Durchschnittswerte 
sinkt (Nr. 2 bis 3). Eine Erklarung fiir die genannten Zahlen kénnen 
wir aber leider nicht geben. Wir wollen gleich betonen, dab andere 
Perniciosakranke mit derselben Blutkérperchenzahl vor und nach 
Lebergabe ganz normale Durchschnittswerte ergeben, also der wachsende 
Cystingehalt des Globins nicht auf den Erfolg der Leberbehandlung 
schlieBen laBt. 


Zusammenfassung, 


Es wurden 31 andmischen Kranken entstammende Blutproben 
aufgearbeitet, 3 PlasmaeiweiBfraktionen und das Globin auf ihren 
Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, Cystin, Arginin und Histidin unter- 


sucht. Die Mittelwerte und die sogenannten mittleren Fehler stimmen 
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gut mit den friiheren Ergebnissen bei normalen, chronischen und akuten 
fieberhaften Gruppen tiberein. Die drei Gruppen sind wegen Mange! 
einer fehlerkritisch gesicherten Differenz als identisch anzusehen. Die 
verschiedenen Andimien kénnen nicht durch die Aminoséaurezusammen- 
setzung der einzelnen EiweiBfraktionen charakterisiert werden. 


Literatur, 
1) P. Balintu. M. Balint, diese Zeitschr. 305, 310, 1940. 2) Dieselben. 


ebenda 806, 296, 1940, 3) Dieselben, ebenda 308, 83, 1941. 4) Dieselben, 

ebenda 318, 192, 1942. 5) Schenck, Arch. f. exper. Path. 150, 160, 1930. 

6) Lang, ebenda 174, 63, 1933. 7) P. Balint, diese Zeitschr. 299, 133, 

1938. — 8) Jorpesu. Thoren, Biochem. J. 26, 1504, 1932. — 9) Lang, Zeitschr. 
physiol. Chem, 222, 3, 1933. 10) Pitter, Die Auswertung zahlenmaBiger 


f. 
Beobachtungen in der Biologie. Berlin u. Leipzig, W. de Gruyter, 1929 
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Uber die chemische Zusammensetzung 
der Eiwei®Bkérper des Bauchwassers. 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der kgl. Erzsébet-Universitat in Pécs.) 


(Eingegangen am 15, Februar 1943.) 


Wenn man ein Blutserum | bis 2 Stunden lang bei einer Temperatur 
von 60° C aufbewahrt, so verschiebt sich der Albumin-Globulinquotient 
(im weiteren als A/G bezeichnet) zugunsten der Globuline. Dies heibt, 
daB nach der Erwarmung ein Teil der Albumine bei der fiir die Globuline 
charakteristischen Salzkonzentration ausfallt und so den Anschein 
erweckt, als ob die Menge der Globuline sich tatsaichlich vermehrt hatte. 
Wir (1) haben in fritheren Untersuchungen das verandert ausfallende 
KiweiB analysiert und fanden, daB das ausgefillte Globulin tatsachlich 
mit Albumin , ,verunreinigt™ ist. Es findet also — wie zu erwarten war 
kein chemischer Umbau des Albumins in Globulin statt, sondern blob 
die Fallungsgrenzen verschieben sich zugunsten des letzteren. 

Wir haben eine gréBbere Anzahl Sera fraktioniert (2) (3) (4), die 
Fraktionen auf ihren Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, Cystin, Arginin 
und Histidin untersucht und dabei gefunden, da} trotz der ganz ver- 
schiedenen A/G-Quotienten (0.3 bis 3,5) die Zusammensetzung der 
Einzelfraktionen eine weitgehende Konstanz im Aminosduregehalt 
aufwies. Auch in den Fallen, wo sich der A’G im Laufe einer Krankheit 
in einigen Tagen stark verschiebt, erweist sich das so vermelrte Globulin 
in der Zusammensetzung mit dem normalen als identisch und nicht. 
wie im Reagensglasversuch, mit Albumin ,,verunreinigt’*. Das in vivo 
verschobene A/G entspricht nach unseren Untersuchungen immer der 
tatsichlichen Umwandlung der entsprechenden EiweifBkérper. 

Deshordes und Lévy (5) untersuchten den EiweiBgehalt, sowie den 
A/G im Bauchwasser und fanden, dab im allgemeinen das Albumin 
iiberwiegt. In situ alternde Ascitesfliissigkeiten zeigen eine Zunahme 
des Globulins, aber das nach ausgiebiger Punktion sich neubildende 
Bauchwasser ist wieder reicher an Albumin. Deshordes (6) zieht den 
SchluB. daB im frischen Bauchwasser das Albumin, im alteren das 
Globulin iiberwiegt, und erklart dieses Verhalten mit der obenerwahnten 
Eigenschaft des Serums, laut welcher im Reagensglas das Albumin 
beim Stehen sich in Globulin verwandelt. Die héhere Temperatur 
(60° C) des Reagensglasversuchs sollte durch die langere .. Aufbewahrung* 
bei 379°C ersetzt werden. 
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Chemische Zusammensetzung der Eiweibkorper des Bauchwassers ol 


Unsere Analysenergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt, 
M bedeutet den arithmetischen Mittelwert, o die Streuung des Mittel- 
wertes, o, die Streuung der Beobachtungsreihe. 

Die vorkommenden A G-Quotienten betrugen 0.90 bis 3.09. Bei 
Durchsicht der Tabelle fallt sofort auf, daB die Zusammensetzung der 
Globuline bzw. Albumine innerhalb der Fehlergrenzen der Methoden 
identisch ist. Die Streuung der Werte ist klein und die durch Vergleich 
mit den Mittelwerten der entsprechenden Plasmaeiweibkérper (Pseudo- 
globulin | und Albumin IL) errechnete fehlerkritisch gesicherte Diffe- 
renz (k) ist stets kleiner als 3.0, was fiir die [Identitat der Versuchsreihen 
spricht. Der Tryptophangehalt des Albumins ist beim Bauchwasser- 
eiwei etwas héher (kf — 4.5), doch haben wir beim Asciteseiweils mit 
einem Gesamtalbumin, beim Plasmaeiweif jedoch mit einem reineren 
Praparat zu tun, so daB auch diese Differenz nicht als fehlerkritisch 
gesichert angesehen werden kann. Wir kénnen also behaupten, dab 
die Globuline und Albumine des Bauchwassers in bezuy auf die unter- 
suchten fiinf ..[Indikatoraminosauren’ die gleiche Zusammensetzung 
wie die Serumglobuline und -albumine besitzen. 

Nr. 1 ist ein Fall schwerer kardialer Dekompensation, bei welchem 
sich das Bauchwasser wihrend langer Zeit allmahlich entwickelt hat. 
Daher der fiir Transsudate charakteristische niedrige Gesamteiweib- 
gehalt. Beim Fall Nr. 2 bestand eine Lebercirrhose, beim Fall Nr. 3 
eine tuberkulése Peritonitis, hier entspricht der hohe Gesamteiweib- 
gehalt der Entziindung. Beim Fall Nr. 4 bestand eine schwere Carcinose 
des Peritoneums, wo sich das Bauchwasser nachweisbar in wenigen 
Wochen entwickelt hat. Der Fall Nr. 5 und 6 war eine kardiale Cirr- 
hose. Das Bauchwasser wurde am 9. Dezember entleert (16 Liter), 
aber die rasche Zunahme des Bauchwassers machte am 14. Januar, 
also nach 5 Wochen, wieder eine ausgiebige Punktion notig (14 Liter). 

Bei den Fallen Nr. 4 bis 6. wo das Bauchwasser frisch entstanden 
ist, finden wir einen hohen A G. was durchaus den Vorstellungen und 
Befunden von Deshordes (6) entspricht, der im frischen Ascites mehr 
Albumin fand. Bei den langer bestehenden bzw. mit entziindlicher 
Komponente verlaufenden Fallen finden auch wir einen relativ héheren 
Globulingehalt des Bauchwassers. 

In der Folgerung aber, den vermehrten Globulingehalt des seit 
langerer Zeit bestehenden Bauchwassers mit der scheinbaren Globulin- 
Vermehrung des bei 60°C stehenden Serums in Analogie zu bringen, 
konnen wir Deshordes nicht zustimmen. Im Reagensglasversuch ver- 
schieben sich nur die Fallungsgrenzen, aber im Bauchwasser befindet 
sich immer ein Eiweibkérper von charakteristischer Zusammensetzung. 

Durch unsere Analysenergebnisse sehen wir unsere schon in voran- 
gehenden Mitteilungen behauptete Meinung stark bekraftigt, daB im 
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Organismus Fibrinogen, Globulin und Albumin stets durch ihre Zu- 
sammensetzung wohl charakterisierte Eiweibkérper darstellen. Die 
Konstanz dieser Zusammensetzung ist auch bei den EiweiBkérpern des 
Bauchwassers nachweisbar, Es ist merkwiirdig, dali die Werte der 
Tabelle [ viel kleinere Schwankungen aufweisen als die Serumfraktionen, 
welche, wie wir mitteilten, die Fehlergrenzen der Methoden tiberragende 


Kinzelschwankungen zeigen. 


Zusammenfassung, 


In sechs Fallen wurden die EiweiBkérper des Bauchwassers dar- 
gestellt und in den einzelnen Fraktionen der Gehalt an Tyrosin, Trypto- 
phan, Cystin, Arginin und Histidin bestimmt. Es wurde gefunden, daf 
die entsprechenden Fraktionen eine weitgehende Konstanz in der 
Zusammensetzung aufweisen und der Aminoséuregehalt des Bauch- 
wasserglobulins bzw. -albumins mit demjenigen der SerumeiweiBkorper 
identisch ist. 

Literatur, 

1) P. Balint u. M. Bélint, diese Zeitschr. 305, 310, 1940, — 2) Dieselben, 

ebenda 306, 296, 1940. — 3) Dieselben, ebenda 318, 192, 1942. — 4) Dieselben, 


ebenda, 315, 41, 1943. 5) Desbordes u. Lévy, C. r. Soc. Biol. Paris 12%, 
494, 1938. 6) Deshordes, ebenda 127, 784, 1938. 








Uber Lipoproteide. 
ll. Mittetlung!: 
Eiweib-Phosphatid-Salze. 
Von 
Theodor Wagner-Jauregg und Erica Helmert. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemotherapie 
zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1945.) 


Die Fette, Proteine und Kohlenhydrate liegen an ihren naturlichen 
Fundorten gréBtenteils nicht frei nebeneinander, sondern sie bilden 
dort mehr oder weniger bestandige Verbande. Nachdem die [solierung 
und Reindarstellung der einzelnen chemischen Bausteine der Tier- und 
Pflanzenwelt uns reiches Material geliefert hat, wird die Biochemie sich 
mehr und mehr der Betrachtung und Erforschung héherer nativer 
Einheiten zuwenden miissen. Das Studium derartiger Mehrstoff- 
symplexe kann fiir die Erkenntnis und das Verstandnis von Reaktions- 
bedingungen und Reaktionsméglichkeiten im nattirlichen Milieu, be- 
sonders in der Zelle, von gréBter Bedeutung werden. 

Verbindungen zwischen Fettstoffen und EiweiBbkorpern werden als 
Lipoproteide bezeichnet. Sie kommen im Blute, in Eiern und in der 
Milch vor und wurden ferner aus Zellkernen und -membranen, Chloro- 
plasten, Mitochondrien, Bacterien und Virusarten isoliert 2; auch kiinst 
liche Vertreter dieser Substanzklasse sind beschrieben®. 

Uber die Art der Verkniipfung der Komponenten in diesen Kom- 
plexen weiB man meistens kaum etwas. Je nachdem diese fester oder 
loser ist, liegen schwerer oder leichter dissoziierbare Systeme vor, die 
dementsprechend auch besser oder schlechter definiert und charak- 
terisierbar sind 

In der I. Mitteilung! konnte gezeigt werden, daB sich Phosphatid- 
sduren mit Proteinen salzartig zu Phosphatidoproteiden vereinigen. Die 
hier angefiihrten Versuche wurden unternommen, um nahere Anhalts- 
punkte tiber die GesetzmaBigkeiten der Verkniipfung des Eiweibes mit 
den Phosphorsaéureresten zu erhalten. 


1T: Th. Wagner-Jauregg u. H. Arnold, diese Zeitschr. 299, 274, 1938 

2 Neuere Literatur bei E. Chargaff, J. of biol. Chem. 142, 491. 1941; 
ferner Chem. Centralbl. 1948, 1, 526. 3 Vel. St. J. v. Przylecki in Bamann- 
Myrbéck, Die Methoden der Fermentforschung, S. 432. Leipzig, Verlag 
G. Thieme, 1940. 

















o4 Th. Wagner-Jauregg u. E. Helmert: 


Es wurde Clupeinmethylester-H ydrochlorid in wasseriger Lésung mit 
den Natriumsalzen der Mono-decanoyl-(la) und Mono-dodecanoyl-p- 
glycerinphosphorsdure (1b) in verschiedenen Aquivalenzmengen versetzt : 
dabei fielen wasserunlésliche Produkte aus, in denen, entsprechend 
dem gefundenen Phosphorgehalt, etwa 2 Gewichtsteile der Lyso- 
phosphatidsiure mit 3 Gewichtsteilen Clupein verbunden sind. Auf 
| Molekiil Clupein mit seinen 99 Stickstoffatomen! entfallen darin 
etwas mehr als 11 Atome Phosphor (Tabelle [)?.Erwartungsgema 
sollten die 22 freien Guanidingruppen, welche das Clupein in seinen 
22 Argininresten aufweist, und die NH-Gruppe des endstindigen Prolin- 
restes zusammen maximal 11,5 Molekiile einer zweibasischen Phosphor- 
sdureverbindung anlagern. Die Vereinigung von Protamin und Lyso- 
phosphatidsaiure findet demnach sehr angenahert in st6échiometrischem 
Verhaltnis statt,-wie dies K. Felix und A. Mager? abnlich auch im 
Falle der Adenyisiure beobachteten. Etwa das gleiche Stickstoff- 
Phosphorverhaltnis von 99N:11 P ergab sich auch fiir das Salz des 
Clupeins mit dem symmetrischen Dicholester yl-pyrophosphorsdure-dihydrat 
(LI), in dem pro Phosphoratom ebenfalls zwei zur Salzbildung befaihigte 
Hydroxyvlgruppen vorhanden sind+. In dem Symplex liegt die Ver- 
kniipfung eines Sterins mit einem Eiweibkérper unter Vermittlung der 
Phosphorsaéure vor, eine Kombination, die vielleicht auch in der Natur 
anzutreffen sein wird >, 


Tabelle I. Verhaltnis von Stickstoff zu Phosphor in Protamin- 


salzen saurer Phospholipoide. 





Dicholesteryl- Decanoyl-3-glycerin- Dodecanoyl-3-glycerin- 
pyrophosphorsiure phosphorsiiure phosphorséure 
C lupein ... 99 N: 10,7 P 99 N: 11,2 P 99 N: 11,8 P 
Sturin ... 100 N: 13,0 P 100 N: 13,9 P 100 N: 14,1 P 


Lysophosphatidsauren : 
CH,OCOR 
OH Ia... R = CH,(CH,),  Decanoyl-/-glycerinphosphorsaure, 
CHOP—O 
OH Ib... R = CH,(CH,),;) Dodecanoyl-/-glycerinphosphorsaure, 
CH,OH 


1H. Felix u. A. Mager, Zeitschr. f. physiol. Chem, 249, 111, 1937. 
— 2? Auch ein Clupeinsalz der Chaulmoogroyl-B-glycerinphosphorsdéure mit 
einem atomaren Stickstoff-Phosphor-Verhaltnis von 99N ; 11,1 P konnten wir 
erhalten. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 249, 126, 1937. 4 Th. Wagner- 
Jauregg u. Th. Lennartz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 75, 178, 1942. Es ist 
denkbar, da8 auch die Lysophosphatidsauren dimolekular, als Ester der Pyro- 
phosphorsaéure zu formulieren sind. Fiir die hier angestellten Betrachtungen 
ist dies ohne Bedeutung. — ° Eine Cholesterin-EiweiBverbindung aus 
Nebenniere wurde von M. Oberdérfer beschrieben; Naturwiss. 28, 379, 1940. 
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Uber Lipoproteide. Ei. DD 
OH OH 
H,,C,,0P O POC,-H, 


HO OH HO OH 
II. 


Dicholesteryipyrophosphorsauredihydrat. 


Die Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte der erhaltenen Protamin 
salze liegen bei Temperaturen zwischen 200 bis 250°, Eine Ablosung 
der Phospholipoidkomponente durch Behandlung mit Aceton-Alkoho! 
oder Ather gelingt nicht. In den gewéhnlichen organischen Lésungs- 
mitteln sind sie unléslich; die Clupeinsalze der Lysophosphatidséiuren 
losen sich aber in Formamid. Durch Fallung einer dieser Lésungen 
mit Ather-Alkohol erhielten wir ein Produkt, das noch 78 9% des urspriing. 
lich vorhandenen Phosphors enthielt. Die vollstandige Spaltung von 
lvsophosphatidsaurem Clupein ist durch Behandlung mit einer alkali- 
schen Harnstofflésung (2% NaOH ~ 30% Harnstoff) méglich; darin 
erfolgt zuerst klare Aufl6sung, doch scheidet sich bald ein Niederschlag 
von fettsaurem Clupein ab. Durch die Natronlauge erfolgt namlich 
schon in der Kalte Verseifung der angewandten Lysophosphatidsauren 
unter Abspaltung von Caprin- bzw. Laurinsiéure, deren Clupeinsalze 
in Wasser unléslich sind. 


Als weiteren Vertreter eines Protamins wahlten wir Sturin, dessen 
Decanoyl- und Dodecanoyl-p-glycerinphosphat sowie Dicholesteryl-pyro- 
phosphat ebenfalls wasserunléslich sind; in diesen Salzen ist das Ver- 
haltnis von Stickstoff zu Phosphor 100 N:13 bis 14 P (Tabelle 1)!. 
Der analytisch ermittelte Phosphorwert von 4,10 bzw. 4.15% P der 
beiden lysophosphatidsauren Salze entspricht einem Gehalt von 43 bzw. 
47.5% Lysophosphatidsdéure. Sturin enthalt 58.2% Arginin, 12.9%, 
Histidin und 12°, Lysin?: nimmt man an, daB diese Hexonbasen die 
Bindung saurer Gruppen verursachen, so kann fiir das Decanoy!l- 
p-glycerin-phosphorsaure Sturin ein Gehalt von 47% 
siure berechnet werden, was mit dem aus der Analvse gefundenen 


Lysophosphat id- 


Wert von 43 % befriedigend iibereinstimmt. 


Bei der Fallung von Sturinsulfat mit dem Tetranatriumsalz der Di- 
cholesterylpyrophosphorsaure erhielten wir zuerst ein Salz mit dem Stick- 
stoff-Phosphorverhaltnis 100 Atome N: 15,6 Atome P. Es ist dies offenbar 
ein Gemisch von quartarem und sekundirem Sturin-dicholesterylpyro 
phosphat. Durch Behandlung mit n Na,CO, lieB sich dieses in das in Seda 
unlésliche primaire Salz (100 N: 13,0 P) und ein lésliches, hauptséichlich 
aus sekundirem Salz bestehendes Produkt (100 N : 23,3 P) zerlegen. 


' Der Bezugswert LOO N ist willkiirlich gewahit 2 Hammarsten, 
Lehrbuch der physiologischen Chemie, S. 86. 











D6 Th. Wagner-Jauregg u. E. Helmert: 


Beim Zusammengieben wasseriger Losungen von Clupein mit [-glycerin- 
phosphorsaurem Natrium sowie mit primarem oder sekundaérem Natrium- 
phosphat entsteht keine Fillung: Clupein--glycerinphosphat und Clupein- 
phosphat sind demnach wasserléslich. 

Von den Phosphatidsiuren leiten sich durch Veresterung mit 
Cholamin bzw. Cholin die natiirlichen Phosphatide Kephalin (111) 
und Lecithin (LV) ab: 

CH,OCOR 


CH,OCOR 0 N(CHs)5 
OH . » ‘ 
CHOP O CHOP O CH, 


OCH, CH, NH, 


CH,OCOR Mt Om, 


. CH,OCOR 


III. IV. 


RCOO-Rest der Palmitinséure, Stearinsaure oder Olsaure. 


Die Formeln (IIL) und (LV) lassen erkennen, daB Kephalin eine 
einbasische Sdure, Lecithin (beim Neutralpunkt) ein inneres Salz ist. 
Danach ist zu erwarten, daB Kephalin mit Protaminen Salze bilden 
sollte, nicht dagegen Lecithin. Unsere Versuche bestatigen diese Er- 
wartung; Clupein gibt mit einer wasserigen Lecithinemulsion bei py 7 
keine Fallung, wohl aber mit Kephalin. Zur praparativen Darstellung 
des Clupeinsalzes des Kephalins vermischten wir das Phosphatid mit 
dem Protamin-Hydrochlorid in wasseriger Losung einerseits im Ge- 
wichtsverhaltnis 1: 1 (ohne Puffer), andererseits im Gewichtsverhaltnis 
5:1 (bei pu 8,25), und erhielten in beiden Ansatzen Fallungen, in denen 
entsprechend der N- und P-Analyse 1 Gewichtsteil bzw. 1 Mol Clupein 
mit 5 bis 6 Gewichtsteilen bzw. 30 bis 35 Molen Kephalin vereinigt 
waren. In Pyridin losen sich diese Praparate teilweise und lassen sich 
so in eine unlésliche kephalinarmere und eine in Pyridin lésliche, kephalin- 
reichere Fraktion zerlegen. Letztere enthielt auf 1 Mol Protamin 49 Mole 
Phosphatid. DaB auch in diesem Produkt die Bindung des Phospho- 
lipoids eine feste ist, ergibt sich daraus, daB beim Waschen mit Ather 
der Phosphorgehalt unverandert bleibt. Die eingangs geschilderten 
Versuche zeigen, dal 1 Mol Clupein etwa 11 Mole zweibasischer Lyso- 
phosphatidsauren bindet, dem waren 22 Mole des einbasischen Kephalins 
aquivalent. Dab in den erhaltenen Clupein-Kephalin-Symplexen der 
Phosphatidgehalt mehr als das Doppelte betragen kann, erkliren wir 
uns so, daB im Kephalin nach Absattigung der phosphorsauren Gruppe 
durch EiweiB die basische Natur des Aminorestes des Cholamins in 
Funktion tritt, so daB weitere Kephalinmolekiile addiert werden kénnen. 
In welcher Weise die Bindungsverhaltnisse von den Reaktionsbedin- 
gungen abhangen, miiBte durch eingehendere Versuche ermittelt werden. 

Auch bei der Vereinigung von Sturin mit Kephalin wird weit mehr 
dieses Phosphatids aufgenommen als dem Saurebindungsvermégen 
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des Protamins entspricht. Wir erhielten Praparate, in denen auf 
100 Stickstoffatome bis zu 48 Atome Phosphor entfielen; ein durch 
Pyridinbehandlung gewonnener unléslicher Riickstand besa} hier 
allerdings den Analvysenquotienten 100 N; 27,2 P, der dem nach den 
Lysophosphatidsaureversuchen zu erwartenden Wert (Tabelle IT) an- 
nihernd aquivalent ist. Das Auftreten der phosphatidreichen Produkte 
spricht dafiir, daB ahnlich wie beim Clupein auch an das Sturin nicht 
einzelne Kephalinmolekiile unter Salzbildung herantreten, sondern dab 
die basischen Gruppen, wenigstens teilweise. durch NKephalinpoly- 
molekiile besetzt werden. 


Fiir das Salmin hat EB. Chargaff! gezeigt, dab dieses Protamin mit 
Kephalin im Bereich von py 2 bis 11 ein unlésliches Salz bildet, mit 
Lecithin nur bei px LO bis LL. Verschiedene Praparate des Kephalin- 
Salminsalzes enthielten pro 1 g Phosphatid 4,70 bis 6,44 Milliaquivalente 
Protamin; der auf Grund des Siurebindungsvermégens berechnete 
Wert? ist 5.02. Auch in diesem Falle liegt offenbar ein wahres Salz 
zwischen dem einbasischen sauren Kephalin und dem basischen Pro- 
tein vor; es ist aber erstaunlich, daf nicht, ahnlich wie beim Clupein 
und Sturin noch mehr Kephalin gebunden wird. Beim Histon und 
Globin konnten auch Chargaff und Ziff? ein iiber die berechnete Siure- 
bindungskapazitit hinausgehendes Anlagerungsvermégen fiir Kephalin 
feststellen und auch die genannten Autoren ordnen diesen héheren 
Kephalin-EiweiBkomplexen die folgende Struktur zu: 


OR OR 


Protein HH... OPO-O(CH,),NH, ... OPO-O(CH,),N Hy. 


Versetzt man Lésungen von Albumin oder Globulin mit lyso- 
phosphatidsaurem Natrium, dann kommt es beim Ans&éuern auf py 4 
bis 5 ebenfalls zu einer Fallung. Drei verschiedene Ansatze mit Serum- 
albumin und Decanoyl-B-glycerinphosphorsaurem Natrium lieferten uns 
Praparate, in denen auf 100 Stickstoffatome LO.L bis 11,4 Atome Phos- 
phor entfielen. Den Analysenwerten von 2,4 bis 2.6% Phosphor ent- 
spricht ein Gehalt von rund 26% Lysophosphatidsaure, oder anders 
ausgedriickt: Lg Serumalbumin bindet 110- 10-5 Mole der zwei- 
basischen Lysophosphatidsaure. Das Bindungsmaximum fiir Serum- 
albumin betragt (entsprechend seinem Gehalt an Hexonbasen) 147 
- 10-5 Aquivalente Saure pro 1 g EiweiB3. Diese Zahlen sprechen dafiir, 
daB im Decanoyl-B-glycerinphosphorsauren Serumalbumin neben sekun- 


1 EB. Chargaff, J. of biol. Chem. 121, 661, 1938. 2 bh. Chargaff u. 
M. Ziff, ebenda 131, 25, 1939. — 3 W. Pauli u. F. Blanck, diese Zeitschr. 
202, 337, 1928. 
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darem (VI) auch primares Salz (V) vorliegt, wie das bei dem deutlich 


sauren Charakter des Albumins (I. P. = 4,2) zu erwarten ist: 
Albumin-NH,-HO Albumin-NH, -HO 
O-— P—OR, O- P—OR. 
HQ Albumin-N H, -HO 
y:; VI. 


Weniger durchsichtig liegen die Verhaltnisse beim Serumglobulin aus 
Pferdeserum, das im Bereich von py 4 bis 5 nur recht geringe Mengen 
Decanoyl-8-glycerinphosphorsdure bindet, wie aus Tabelle LT ersichtlich 
ist. Der Gehalt an basischen Aminosiuren (Hexonbasen) wird fiir 
Pseudoglobulin zu 102.8 - 10-5 Mole, fiir Euglobulin zu 99.0 - 10-5 Mole 
pro Lg KiweiB angegeben!. Die letzten Spalten der Tabelle LL zeigen, 
dal die Saurebindungskapazitat der Globuline in lysophosphatidsaurem 
Salz auch dann nicht voll abgesattigt ist, falls die substituierte Phosphor- 
siure zweibasisch in Funktion tritt. Vielleicht sind bei anderen 
pu-Werten phosphatidreichere Symplexe bestandig. 


Tabelle Il. Globulin-decanoyl-f-glycerinphosphate. 








\ verhialtnis Gehalt Mole Lyso- 
t ~ . ‘af . aon " ae an Lyso- phosphatid- 
vei der Get. Gef. Stickstoff shosphatid- sures} 
Filllung : : Phosphor te Sau saure/l g 
% N % P ° a siiure Eiweib 


I. Gesamtglobulin 4—5 12,86 1,08 100N:3,80P 114% 39,5-10 


II. Euglobulin.... 4—5 | 12,45 0,88 100 N:3,20P 9.3% | 31,4-10 
TIla. Pseudoglobulin 4,2 13,71 0,56 100 N:1,83P 59% 
IIIb. re 4,7 13,35 0,56 100N:1,90P 59% | 19,2 -10 
IlLe. re 4.8 12,95 0,56) 100 N: 1,95 P 59% 


‘Obwohl wasserige Globulinlésungen, ebenso wie Albumin, im Gemisch 
mit dem dodecanoyl-f-glycerinphosphorsaurem Natrium erst beim Ansiduern 
auf pu 4 Niederschlage liefern, sind die gebildeten Salze nach dem Trocknen 
in Wasser nicht mehr léslich. Durch Behandeln mit n 100 Soda konnte 
aus decanoyl-$-glycerinphosphorsaurem Albumin die Lysophosphatidsaéure 
teilweise, aus dem entsprechenden Euglobulinsalz zur Ganze herausgelést 
werden. Ein Priiparat von lysophosphatidsaurem Globulin zerlegten wir 
auch durch Lésen in natronalkalisechem Harnstoff und Dialyse; es fiel dabei 
phosphortreies Protein aus. 


Von kéuflichen Fermentpriparaten (Chem. Fabrik Friedr. Witte, 
Rostock) priiften wir Pepsin, Trypsin, Erepsin und Papain beziiglich 
ihres Verhaltens gegen decanoyl-f-glycerinphosphorsaures Natrium. Nur 
das zuletzt genannte Enzym gab in wasseriger Lésung einen Nieder- 


' P. Hartley, Biochem. J. 8, 541, 1914. 
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schlag. léslich in Kaliumearbonat. Vielleicht lieBe sich darauf eine 
Methode zur Reinigung des Papains griinden!. 


Fir die Bedeutung der Bindung von Phosphatiden an EiweiBkérper 
in natiirlichen Systemen sollen hier nur einige Beispiele und Méglichkeiten 
in Betracht gezogen werden. Vor allem wird fiir die quantitative Be- 
stimmung der Phosphatide in Naturprodukten durch Extraktion mit 
Lipoidlésungsmitteln in all den Fallen, wo der Extraktionsriickstand 
noch Phosphor enthalt, das Vorhandensein salzartiger Protein-Phospha- 
tide in Erwagung zu ziehen sein. Lecithine diirften wohl wegen ihres 
neutralen Charakters im aligemeinen nicht fest gebunden vorliegen. 
Aber schon bei den schwach sauren Kephalinen kann die Verkniipfung 
mit basischen Bestandteilen zu Komplikationen beim Nachweis fiihren. 
Besonders haufig werden aber die stark sauren Phosphatidsauren als 
unlésliche und schwer spaltbare Salze anzutreffen sein. Vielleicht ist 
das auch der Grund dafiir, warum diese Klasse der Phospholipoide in 
der Natur spater aufgefunden und bisher sehr viel seltener nachgewiesen 
wurde als Kephalin und Lecithin. 

Eine besondere Rolle spielen Lipoproteide zweifellos im Blute. 
Im Blutwasser kommen Sterine bzw. Sterinester, Phosphatide? und 
Proteine nebeneinander in geléster bzw. emulgierter Form vor. Dab 
der Phosphorgehalt des Serums keinem wesentlichen Bestandteil der 
Proteine zuzuordnen, sondern auf Begleitsubstanzen zuriickzufiihren ist. 
haben die Untersuchungen von SN. 2. L. Sorensen gezeigt. 

Leitet man in Pferdeserum unter gleichzeitiger Dialyse Kohlen- 
siure ein, dann fallt ein flockiger Niederschlag aus, der in n/ 100 Soda 
léslich ist und daraus nach dem Verdiinnen mit Wasser durch Kohlen- 
sdure wieder abgeschieden werden kann. Das getrocknete Produkt 
gibt bei der Behandlung mit Ather an dieses Lésungsmittel Cholesterin- 
ester ab3 und enthalt nachher etwa 0.3 ° Phosphor, 12.2%, Stickstoff 


1 Bei der Anreicherung des Proteins des oxydierenden Garungsferments 
wandten O, Warburg und W. Christian die traktionierte Fallung der Zell- 
proteine mit Nucleinsiure an. Die Entfernung der Nucleinsaure aus den 
Nucleoproteidniederschligen erfolgte durch Zerlegung mit dem Protamin 
Sturin; diese Zeitschr. 308, 56, 1939; s. auch ebenda 814, 99 100, 1943. 

* Menschenserum enthalt Lecithin, Kephalm und Sphingomyelin (vgl. 
J. of biol. Chem. 129, 709, 1939; vgl. G. Blix, diese Zeitschr. 305, 129, 1940). 
Zum Verhalten der Lipoide im menschlichen Serum siehe A. S. Me Farlane, 
Nature 149, 439, 1942: Chem. Centralbl. 1948 1, 296. Es wird dort eim 
Lipoid-f-Globulinkomplex beschrieben, 3 Einen Albumin-Lecithin- 
Sterin-Symplex (,,cenapse*‘) konstanter Zusammensetzung hat M. Mache- 
boeuf (Bull. Soe. Chim. France [4] 45, 662, 1929) aus Serum isoliert. Die 
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und 0.8% Schwefel. Ausbeute etwa 5¢ aus | Liter Pferdeserum 
Bildungsweise und Eigenschaften des erhaltenen Produktes ahneln 
denjenigen von KHiweih-Phosphatidsduresymplexen, welche wir aus 
Globulin oder Albumin und synthetischen Phosphatidsauren frither 
hergestellt hatten!. 


Zur weiteren Untersuchung wurde das Praparat aus Pferdeserum 
mit Ammonsulfat mehrfach fraktioniert gefallt. Dabei reicherte sich 
der Phosphorgehalt in den ersten Anteilen (geringe Ammonsulfat 
konzentration) an. Es konnten daraus, nach Hydrolyse, auch Fett- 
siuren isoliert werden, so da} die Anwesenheit von Phosphatiden recht 
wahrscheinlich ist. Zu definierten Phospholipoid-Proteinsymplexen 
konnten wir aber durch weitere Fraktionierung nicht gelangen. 


Auch bei der iiblichen Aufteilung des EiweiBes nativen Serums 
durch Fallung mit Ammonsulfat ist die erste, die ..Fibrinoglobulin’:- 
Fraktion [25° ige (NH4)oSO4-Sattigung|, gew6hnlich am _ phosphor. 
reichsten, Es erhebt sich die Frage, ob das sogenannte Fibrinoglobulin 
nicht bloB ein Gemisch von Phosphatiden mit Globulin ist, wobei die 
Anwesenheit der ersteren die Fallbarkeit des EiweiBes nach niedrigeren 
Salzkonzentrationen verschiebt. Eine Abhnliche Verschiebung der 
Aussalzbarkeit beobachteten H. Chick und wir selbst im Falle von 
Euglobulin-Phosphatidmischungen, die bei der gleichen Ammonsulfat 
konzentration wie Pseudoglobulin fallbar sind!. Um dieser Frage weiter 
nachzugehen, extrahierten wir frisches Pferdeserum im Soxhlet unter 
Kinleiten von Kohlensaure ersch6pfend mit Ather. Bei der darauf- 
folgenden Fraktionierung mit gesattigter Ammonsulfatl6sung fie! 
iiberhaupt kein Fibrinoglobulin, sondern erst tiber 33 iger Sattiguny 
traten die tiblichen Globulin- und Albuminanteile auf. Die Existenz 
eines einheitlichen ,,Fibrinoglobulins’: erscheint uns sehr fraglich?. 


Die Bedeutung von Phospholipoproteiden fiir das Blutsystem 
scheint besonders beim Gerinnungsvorgang zu suchen sein. Die Throm- 
bokinase, welche in Gegenwart von Calciumionen das Prothrombin in 
das eigentliche Gerinnungsferment Thrombin verwandelt, wurde als 
Phosphatid-EiweiBverbindung erkannt: zur maximalen  thrombo- 
plastischen Wirkung ist das Zusammenspiel beider Komponenten 
lipoiden Bestandteile lassen sich daraus durch Seifenlésung abspalten: 
M. Macheboeuf u. J. Tayeau, C. r. Acad. Se. 206, 860, 1938; C. r. Soe. Biol. 
133, 289, 1940. Aut elektrophoretischem Wege ist eine Trennung de) 
Komponenten nicht méglich, M. Macheboeuf u. H. Vanaud, C. r. Soc. Bio! 
135, 1249, 194]. 

1 Th. Wagner-Jauregg u. H. Arnold, diese Zeitschr. 299, 274, 1938. — 
2 Die Versuche sind in der Dissertation von H. Rauen, Universitat Frank- 
furt a. M., 1941, beschrieben. 
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erforderlich!. Das EiweiB ist nach Entfernung der Phosphatide un- 
wirksam, die freien Phospholipoide, ein kompliziertes Gemisch, ent- 
falten nicht mehr als die gewohnlich von Kephalin gezeigte Wirksam- 
keit. Die Ergebnisse elektrophoretischer Versuche sprechen ebenfalls 
vegen die Annahme, das die Lipoide Verunreinigungen sind. Die 
Vereinigung der beiden Komponenten scheint aber nicht salzartiger 
Natur zu sein: es spricht die Nichtdissoziierbarkeit bei pu 8.8 dagegen 2. 
Nach Widenbauer und Reichel? ist die Thrombokinase mit einer Euglo- 
bulinfraktion fallbar. Auch die von den genannten Autoren gewahlte 
Darstellungsmethode durch Kohlensaurefallung verdiinnten Serums 
Ischlieit die Anwesenheit von Phosphatiden nicht aus, wie die in vor- 
liegender Arbeit vorher mitgeteilten Versuche zeigen. 

EB. Chargaff, M. Ziff und B. M. Hogg* haben gefunden, daB Oxy- 
himoglobin mit Kephalin unter Abspaltung von Hamatin und Ent- 
stehung einer Kephalin-Glohinverbindung reagieren kann. Eine diacv- 
lierte Phosphatidsaure, das sogenannte ,,6-Dichaulphosphat™, wirkt bis 
zu einer Verdiinnung von 1: 5000 hemmend auf die Himolyse, viel- 
leicht infolge Kompl: menthindung?. Spater wurde mitgeteilt. dab auch 
Kephalin und, sehr viel schwacher, Lecithin die Komplementaktivitat 
hemmen®, Vermutlich handelt es sich dabei um keine sehr spezifische 
Reaktion zwischen Komplement und Phosphatiden, sondern um Salz- 
bildung im Sinne der vorher mitgeteilten Versuche 

Injiziert man Kaninchen ein Gemisch von Lecithin mit artfremdem 
Serum, dann erhalt man wie Sachs und Klopstock gezeigt haben 
ein Antiserum, das mit Lecithin reagiert. Es fragt sich, ob dies nicht 
als Folge des Kephalingehalts gebrauchlicher Lecithinpraparate anzu- 
sehen ist. Die Bindung des Kephalins an die SerumeiweiBkérper ist 
wohl sehr viel fester als diejenige des Lecithins und wiirde die Akti- 
vierung zum Antigen verstandlicher machen. Allerdings geben auch 
Sterine im Gemisch mit Serum Anla®B zur Bildung von Antikérpern, 
obwohl hier auch nur eine lose Vereinigung des Haptens mit dem kolloiden 
Trager vorliegen kann. 

Aus der Chemie der Bacterien sei ein Beispiel fiir einen Phos phatid- 
Kohlenhydrat-Proteidsymplex angefiihrt, das auBerdem zeigt, in welch 
hartnackiger Weise Phosphatide als Begleitstoffe auftreten konnen?. 
Aus Gram-negativen Bazillen lassen sich nach A. Boivin und H. Mesro- 


1 Vgl. E. Wohlisch in Bamann-Myrbdéck, die Methoden der Ferment- 


forschung, 8. 2118, 1941. Leipzig, Verlag G. Thieme. 2 Cohen u. Char- 
gaff, J. of biol. Chem. 136, 243, 1940. ® Klin. Wochenschr. 1941, S. 1129: 
1942. S. 1OSL. 4 J. of biol. Chem. 181, 35, 1939. — > Th. Wagner-Jaureqgq 
u. H. Arnold, |. ¢. 6 D. Wertheimer u. L. Pillemer. Chem. Centralbl. 
1940, I, 2170. — 7 Vgl. auch Th. Waqner-Jauregg, Angew. Chem. 53, 319, 


1940; 55, 21, 1942. 
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beanut Endotoxine extrahieren, die als Kohlenhydrat-Lipoidkomplexe 
angesehen wurden. Mit den gew6hnlichen Fettlésungsmitteln laBt sich 
daraus die lipoide Komponente nicht ablésen, doch werden bei det 
Hydrolyse Fettsaéuren abgespalten. Morgan und Partridge2 zeigten 
am Shiga-Kruse-Ruhrbazillenendotoxin, daB~ durch Behandlung mit 
Formamid ein Phospholipoid entfernt werden kann, ohne dal die bio- 
logischen Eigenschaften der Priparate verlorengehen. Das eigentliche 
Endotoxinantigen ist ein komplexes Kohlenhydratproteid3, Das 
Phospholipoid, welches den Endotoxinpraparaten hartnackig anhaftet, 
diirfte ein Kephalin sein. Da in der Proteidkomponente des NShiga- 
Kruse-Endotoxins Arginin als Hydrolysenspaltstiick nachgewiesen 
wurde, ist eine salzartige Bindung von Kephalin oder einer ahnlichen 
Substanz an das stark basische Arginin denkbar. 


Beschreibung der Versuche, 


Kine gréBere Menge von Clupeinmethylester-Hydrochlorid C wurde 
uns von Herrn Prof. A. Felix, Frankfurta.M., freundlicherweise 
iiberlassen. 


Die Analyse ergab folgende Werte: 


Priiparat 1 Priiparat 2 
Gesamtstickstoft (Dumas)... 22,959 N 23,83; 23,64% N 
es (Kjeldahl)... 22,689, N 
MOF (OOPiGs) 65 Os a wo 14,449, Cl 
(im Perlrohr verbrannt) 14,679 Cl 14,20; 14.16%, Cl 
Methoxyl...... peecues 0,32; 0,829, OCH 0,61; 0,639, OCH, 
, oO 3 3 


Praparat 1. Gef.: 99N:25Cl : 0,60 OCH). 
- 2. ss 99 N: 23,4 Cl: 1,17 OCH. 

Aus den in der Arbeit von Felix und Mager (|. ¢.) angegebenen 
Analysenmittelwerten dreier verschiedener C-Praparate berechnet sich 
ein Verhaltnis von 99N:25,2 CL: 116O0CH,. Das Chlorwasserstoft- 
hindungsvermodgen des Clupeins ist demnach durchschnittlich etwas gréBer 
als nach der von Felix und Mager angegebenen Konstitutionsformel zu 
erwarten were (ber. 99 N: 23 Cl). 

Die beiden angewandten lysophosphatidsauren Na-Salze waren 
Praparate von Herrn Dr. H. Arnold, 


Clupein-Decanoyl-B-glycerinphos phat. 
lg Natriumsalz des Mono-caprinsdureesters der  f-Glycerin- 
phosphorsaure (La) in 50 ccm destilliertem Wasser gelést und 1 g Clupein- 
methylester-Chlorhydrat C (Praiparat 1) in 20 cem HO wurden unter 


1 Rev. d. Immunologie 1, 554, 1935. 2 Biochem. J. 31, 2003, 1937. 
3 Morgan u. Partridge, Biochem. J. 35, 1140, 1941. 4 Ber. 74, 1736, 
1941. 
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Umrihren zusammengegossen (Mischungsverhaltnis ~ | Mol Protamin!: 
14.7 Mole lysophosphatidsaurem Natrium), wobei sich eine klebrige 
Masse ausschied, Nach dem Stehen tiber Nacht im Eisschrank kneteten 
wir diese mehrfach mit Wasser durch, wuschen dann mit Aceton und 
mit Ather und trockneten im Vakuum. Lockeres, gelbliches Pulver 
(1,4 g), das bei 195 bis 197° erweicht, bei weiterer Temperatursteigerung 
Blasen wirft und bei 227 bis 230° (unkorr.) zu einer einheitlichen Schmelze 
zusammenflieBt, die sich allmahlich triibt. Beilsteinprobe auf Halogen 
negativ. 
Gef.: 15,21; 15,31% N.  99N: 11,16 P. 
3,81% P. 

Aus dem gefundenen Phosphorwert berechnet sich ein Gehalt von 
40% Lysophosphatidsaure. 

Spaltung. Og %-Decanoyl-§-glycerin-phosphorsaures Clupein 
wurden in 20 ccm einer Lésung von 30° Harnstoff in 2° iger NaOH 
gelést und nach dem Verdiinnen mit destilliertem Wasser eine Zeitiang 
stehengelassen. Der Niederschlag wurde abgeschleudert und = mit 
Wasser, Aceton und Ather mehrfach gewaschen. Ausbeute: 220 mg. 

Clupein - 25 Mole Caprinsiiture (Molekulargewicht ~ 4500 + 4304 

~ 8800), 
Ber.: 15,74% N. 
Gef.: 15,81 L N. 0,02% P. 


Clu pein-Dodecanoyl-p-glycerin phos phat. 

Darstellung ahnlich dem voranstehenden Beispiel aus | g Natrium- 
salz des Mono-laurinsdureesters der $-Glycerinphosphorsaéure (Lb) und 
115¢ Clupeinmethylester-Hydrochlorid C (Praparat 1). Mischungs- 
verhaltnis ~ 1 Mol Protamin: 11.8 Mole lysophosphatidsaures Natrium., 

Erweichen bei 195 bis 206°, bei 203 bis 207° kleine. klare. braune 
Trépfchen, bei 235° (unkorr.) Zusammenschmelzen, unter Blasen- 
bildung. Unléslich in Dioxan, Diathvlenglykol, Chloroform, Essigester, 
Ather (auch feucht), n 10 NaOH, 2 n Essigsaéure. Léslich in Formamid, 
daraus fallbar durch Aceton oder Ather. 

Gef.: 14,38; 14,319 N. 99N: 11.28 P. 
3,62% P. 


Aus dem gefundenen Phosphorwert kann ein Gehalt von 41.5 ° 


., Lyso- 
phosphatidsaure errechnet werden. 

Die Formamidlésung des Praparats wurde mit abs. Ather unter 
Zusatz von etwas abs. Alkohol versetzt und der Niederschlag mehrfach 
mit dem Fallungsmittel gewaschen. Gef.: 2.82°, P. 

Bei der Darstellung von Clupein-Chaulmoogro yl-p-glycerin phos phat 
erhielten wir ein Produkt, in dem auf 99 N-Atome 12.6 P-Atome ent- 


1 Molekulargewicht des Clupeinmethylester-Hydrochlorids ~ 5400. 
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fielen. Nach mehrfachem Waschen mit nm NajCQOg erhédhte sich der 
Quotient auf 99N: 11.1 P. Zers. F. P. 195 bis 210°. 


Clupein-Ke phalinat. 

Das Kephalin war ein aus ftrischem Pferdegehirn nach Parnas und 
Renall (Thiertelder-Klenk, 8S. 103) von der Chemischen Fabrik Friedrich 
Witte, Rostock, fiir uns hergestelltes Praparat. Zur Reimigung lésten wir 
in 1°) H,O-haltigem Ather und fallten mit Alkohol; diese Operation wurde 
dreimal wiederholt. Das iiber P,O,; imVakuum getrocknete Produkt schmolz 
bei 166 bis 167° (unkorr.). 

I. 0.2 g gereinigtes Kephalin wurden unter portionsweiser Zugabe 
von 10 cem dest. Wasser verrieben, die Emulsion tiber Nacht geschiittelt 
und dann durch eine Watteschicht filtriert. Bei Zugabe von 4 ccm 
einer 5 %igen wasserigen Losung von Clupeinmethylester-H ydrochlorid C 
(Praparat 2) fielen Flocken aus, die unter Zentrifugieren zweimal mit 
dest. H,O, nachher mit Aceton gewaschen und im Vakuum tiber P.O, 
getrocknet wurden. Ausbeute 175 mg. 

Verkohlungspunkt 165 bis 170°. Beilsteinprobe negativ. Beim 
Anreiben mit H,O geht das Produkt in eine zihe, gummiartige Masse 
liber. 

Gef.: 5,83; 5,85% N. (99 +- 31,2 130,2) N: 31,2 P. 
3.09; 3,11% P. 

Il. 0.5 g gereinigtes Kephalin, in 25 com Wasser emulgiert, wurden 
mit einer Lésung von 0,1 g Clupeinmethylester-Hydrochlorid in 10 cem 
Wasser vermischt, die ausgeschiedenen Flocken mit verdiinnter Puffer- 
lésung gewaschen und wie unter I. getrocknet. Ausbeute: 427 mg einer 
braunlich gefarbten, nach Kephalin riechenden Masse; unléslich in 
Ather oder Alkohol, léslich in warmem Chloroform, daraus durch 


Aceton ausfallbar. 


Gef.: 6,03; 6,16% N. 3,96 Atome N: 1 Atom P. 
3,41% P. (99 + 33.5 132,5) N : 33,5 P. 
Mol.-Gew. 
I Bin. 6s ow She's Se Sen pes 4500 
34 x Kephalin (34 x 760) ...... 25 840 
1 Clupein x 34 Kephalin ...... 30340.  Ber,: 6,16% N; 3,48°, P. 


Das Clupein-Kephalinat obiger Zusammensetzung war in Pyridin 
groBtenteils léslich; der durch Zentrifugieren abgetrennte Riickstand 
konnte auch durch siedendes Chloroform nicht mehr in Lésung gebracht 
werden. Die Pyridinlésung fallten wir mit einem Gemisch von wenig 
Ather und Alkohol mit viel Aceton, und wuschen zweimal mit Aceton. 
Léslich in kaltem Chloroform. 


Gef.: 4,59; 4,439, N. 3,02 Atome N: 1 Atom P 
3.27% P. (99 — 49 — 148)N: 49 P. 
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Dieses Produkt, noch dreimal mit Ather gewaschen, erweichte zwischen 
158 bis 168° und schmolz bei 173° Gef. 3.31% P. 

Fiir die Versuche mit Lecithin, die negativ verliefen, wurde ein 
uns von der Firma Fr. Witte, Rostock, iiberlassenes Priparat aus Eiern 
verwendet, das wir durch zweimalige Fillung mit Cadmiumehlorid 
reinigten. 

Clupein-Dicholester ylpyrophosphat. 

500 mg Mononatriumsalz des symm. Dicholesterylpyrophosphat- 
dihydrats wurden in 15,5 ccm n/10 KOH gelést und mit 25 cem 2 %igem 
wasserigem Clupeinmethyl-esterhydrochlorid C (Praparat 2) gefallt. 
(Mischungsverhaltnis 1 Mol Protamin : 5,55 Mole Disterylpyrophosphat). 
Die Abtrennung des Niederschlags von der iiberstehenden Fliissigkeit 
(pu 6 bis 6,2) erfolgte durch Abschleudern. Nach mehrmaligem Waschen 
mit dest. Wasser, Aceton, Aceton-Ather und abs. Ather wurde im 
Vakuum iiber P.O; getrocknet. Schwach gelbliches Pulver, das tiber 
225° unter braunlicher Verfarbung schrumpft und sich bei 250° unter 
Verkohlung zersetzt. Unléslich in Dioxan, Tetrahydrofuran, Diathylen- 
glykol, Formamid, Pyridin. 

Gef.: 13,46; 18,559, N. 


3,22; 3,299 P. 


99 N : 10,74 P. 


Bei wiederholtem Waschen mit n NajCQOz iinderte sich der Stick- 
stoff-Phosphor- Quotient nicht. 


Sturin-Lysophosphatide. 

Sturinsulfat stellte uns Herr Prof. Waldschmidt-Leitz, Prag zur Ver- 
fiigung; wir méchten ihm dafiir auch hier unseren besten Dank aus- 
sprechen. 

Die 2 Gige wisserige Lésung des Protaminsalzes fallten wir mit 
demselben Volumen einer gleichprozentigen Lésung von lysophosphatid- 
saurem Natrium. Die weitere Aufarbeitung erfolgte in der gleichen 
Weise wie vorher fiir: die Cupleinsalze angegeben. Die erhaltenen 
Produkte waren in Wasser oder Pyridin unléslich. 


Sturinsalz der Decanoyl-B-glycerin phos phorsdure. 

Sintert ab 173°, schmilzt zwischen 177 bis 186° (unkorr.) zu einer 
ziemlich durchsichtigen Masse, die bei weiterer Temperatursteigerung 
klar wird und bei 190° Blaschen entwickelt. Klar léslich in n Na,CQg. 
Gibt mit n/2 NaOH zuerst Lésung, doch triibt sich diese bald, wahr- 
scheinlich infolge Abscheidung von caprinsaurem Sturin. 

Gef.: 13,45; 13,26% N. 
4,18; 4,03% P. 
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1lOON : 13,9 P. 
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Sturinsalz der Dodecanoyl-B-glycerinphosphorsiure. 
Sintert ab 186°; bei 196° (unkorr.) nur schwach getriibte Schmelze. 
die bei 212° unter Blasenbildung ganz durchsichtig wird. 

Gef.: 13,06; 13,33% N. 
4,16; 4,14% P. 
500 mg dieses Produkts wurden mit 20 ccm Alkohol-Ather 1: 1 
eine Woche lang auf dem Wasserbad unter RiickfluB gekocht, filtriert 

und mit Aceton gewaschen. 
Gef.: 13,44; 13,58% N. 
4,239 P. 
350 mg des mit Alkohol-Ather behandelten Praparats wurden mit 
insgesamt 15 ccm Formamid mehrfach verriihrt; der unlésliche Riick- 

stand wog nach dem Trocknen mit Aceton und Ather 275 mg. 
Gef.: 13,74; 13,74% N. 
4,18% P. 


100 N : 14,2 P. 


100 N:: 14,12 P. 


100 N : 13,74 P. 


Sturin-Dicholesterylpyro phos phat. 

204 mg Tetranatriumsalz der Dicholesterylpyrophosphorsaure in 
16,7 cem n/1L00 KOH gelést und mit 20 ecm 2 %igem Sturinsulfat unter 
Umriihren versetzt. Niederschlag tiber Nacht im Eisschrank absitzen- 
gelassen, gewaschen und getrocknet, wie vorher beschrieben. Zer- 
setzungspunkt 250 bis 270°. 

Gef.: 9,88; 9,72% N. 

3,31; 3,45% P. 

83,4 mg obigen Produkts mit n Soda behandelt: unléslich (nach Waschen 
und Trocknen): 37,4 mg. Zersetzungspunkt 275 bis 285°. 

Gef.: 10,85; 11,01% N. 

3,15% P. 

Sodaléslich nach Anséuern mit Essigséure, Waschen und Trocknen. 

13,5 mg. Zersetzungspunkt 255 bis 260°. 
Gef.: 7,78: 7,97% N. 
3,90% P. 


100 N: 15,56 P. 


100 N: 13,0 P. 


100 N : 22,3 P. 


Sturin-Kephalinate. 


Ia. 20 cem 2 %ige wasserige Kephalinemulsion mit 0,4 g Sturin- 


sulfat, in 8cem dost. Wasser gelést, versetzt, Faillung mit Wasser ge- 


waschen und Aceton getrocknet. Zersetzungspunkt 173 bis 177°. 
Gef.: 5,52; 5,30% N. 100 N: 27,6 P 
3,31% P. (100 + 38,1) N: 38,1 P. 


Lb. Ansatz wie oben, das erhaltene Produkt in Chloroform geldst 
und mit Aceton ausgefallt. Zersetzungspunkt 150 bis 160°. 
Jef.: 4,76; 4.74% N. 100 N: 32,3P 
3.409% P. (100 + 47,7) N: 47,7 P. 
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[Il. Ansatz wie [a, aber Sturinsulfat nicht in Wasser, sondern 
m /5 Boratpuffer vom px 8,2 bis 8,3 gelést. Ausbeute: 480 mg, gelbliches 
Pulver. Unlédslich in Alkohol, Ather, Chloroform, Formamid. 


Gef.: 6,00; 6,02% N. 100 N : 24,2 P 
3,22% P. (100 + 31,9) N: 31,9 P. 


290 mg portionsweise mit insgesamt 10 ccm Pyridin behandelt: Un- 
léslicher Riickstand (mit Aceton und Ather gewasghen): 204 mg. 


Gef.: 6,94; 6,70% N. 100 N: 21,4 P 
3,23% P. (100 + 27,2) N: 27,2 P. 


Pyridinlésung mit Aceton gefallt, gewaschen wie oben: 17 mg vom 
Zersetzungspunkt 143 bis 153°. Gef. 3.29% P. 


Albumin-Decanoyl-B-glycerinphos phat. 


a) Durch dreimalige Ammonsulfatfaillung gereinigtes Albumin aus 
Pferdeserum wurde in dest. Wasser mit einer 1 %igen Lésung von 
decanoyl-f-glycerinphosphorsaurem Natrium versetzt und durch Zu- 
gabe von verdiinnter Essigsiure zum pu 4 eine Fallung erzeugt. Diese 
wurde unter Zentrifugieren nacheinander mit verdiinnter Essigsdéure 
(pu 4), Aceton, Aceton-Ather, Ather gewaschen und im Vakuum iiber 
P.O; getrocknet. Das Produkt war in Pyridin, auch in der Warme, 
unléslich, léslich in 2n Na,CO,. Zersetzungspunkt 270 bis 290°. 

Gef.: 11,07; 10,96% N; 2.42% P. 100 N: 10,92 P. ; 

144 mg mehrfach mit n/L00 Sodalésung, dann mit H,O, Aceton 
und Ather gewaschen. Es hinterblieben 29mg vom Zersetzungs- 
punkt 280 bis 285°, Gef.: 1,35 % P. Dem entspricht ein Gehalt von 
14.1% Decanoyl-f-glycerinphosphorséure; auf 1g Eiweif entfallen 
50,8 - 10-5 Mole Lysophosphatidsaure. 

b) Darstellung wie unter a) aus 04g getrocknetem Albumin (mit 
einem Gehalt von etwa 80 % Ammonsulfat) in 20 cem H,O gelést und 
20 cem 1 %igem decanoyl-f-glycerinphosphorsaurem Natrium. Fallungs- 
pu: 4,2. Gewaschen und getrocknet wie unter a). Ausbeute: 40 mg. 

Gef.: 10,69; 10,63% N; 2,39% P; 100 N: 10,12 P. 

c) Ansatz wie unter b), aber Albuminlésung vorher durch Dialyse 
vom Ammonsulfat befreit. 

Gef.: 10,20% N; 2.57% P. 100N:11,4P. 


Globulin- Decanoyl-B-glycerinphosphate (Tabelle Il). 

I. Pferdeserum wurde in der iiblichen Weise durch mehrmalige 
Ammonsulfatfallung vom Fibrinoglobulin und Albumin befreit und die 
Globulinfraktion gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert. Zu 
20cem mit einem Gehalt von 690mg Globulin setzten wir 20 mg 


5* 
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lyvsophosphatidsaures Natrium, ebenfalls in 20 cem physiologischer Na Cl 
gelést, zu und brachten das py mittels verdiinnter Essigsdure auf pu 4. 
Waschen und Trocknen des Niederschlags wie beim lysophosphatid- 
sauren Albumin; Ausbeute: 400 mg. Léslich in alkalischer, 30° iger 
Harnstofflésung (2°, NaOH), schwerléslich in Formamid, 

Gef.: 12,92; 12,809 N. 1,16; 1,00% P. 

Il. 775mg Luglobulin aus Pferdeserum in 20 ccm physiologischer 
NaCl gelést und mit dem gleichen Volumen einer 1 °,igen Lésung von 
decanoyl-f-glycerinphosphorsaurem Natrium bei px 4 wie oben gefallt, 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 690 mg. 

Gef.: 12,38; 12,509 N.  0,88% P. 

Spaltung. 600mg des erhaltenen Produkts wurden mit 60 ccm 
n 100 Sodalésung extrahiert und die abzentrifugierte Fliissigkeit 
mehrere Tage gegen flieBendes Wasser dialysiert. Die ausgefallenen 
Flocken wogen nach dem Trocknen mit Aceton und Ather 25 mg. 

Gef.: 4,42% P. 5,709, N. 

Den mit Natriumecarbonat extrahierten Riickstand lésten wir in 
10 cem einer 30° igen, alkalischen (2°, NaOH) Harnstofflésung und 
dialysierten und trockneten wie oben angegeben. Ausbeute: 395 mg. 

Gef.: 0.01% P. 14,33; 14,299% N. 


Decanoyl-B-glycerinphosphorsaures Pseudoglobulin. 
If. Darstellung wie unter II. unter Zusatz von Citratpuffer. 
Analyse siehe Tabelle IT. 


Ausbeute aus 775mg Pseudoglobulin und 200 mg lysophosphatidsaurem 
Natrium: 


Oh) Mee Mees coke aks 450 mg lysophosphatidsaures Pseudoglobulin 
b) dk Se aaah ene 530, re + 
CO) er EG Fo 5 8s 300° ,, 99 ’ 


IV. 775 mg Globulin (Gemisch von viel Pseudoglobulin mit wenig 
Euglobulin) + 200 mg decanoyl-f-glycerinphosphorsaures Na ergaben 
235 mg lysophosphatidsaures Globulin. 

Gef.: 12,58: 12,73% N; 0.62% P. 100 N: 2,2 P. 

Spaltung. 170 mg davon in 8 cem einer Lésung von 30°, Harnstoff, 
in 2° iger NaOH gelést. dialysiert und ausgefallenes Produkt gewaschen 
und getrocknet wie tiblich. Ausbeute: 62 mg. 

Gef.: 0.02% P. 13,66% N. 








Ki 
(E 
iil 
di 


de 


FF 


it 
1 


Ly 


in 
id 


iy 


nN 








Uber einige interessante physikalisch-chemische 
und biologische Eigenschaften von Germanin 
(Bayer 205). UL. 

Von 
Otto Jirovee (Prag). 

(Unter Mitwirkung von K. Gottwaldovd, M. Spatek, K. Wenig 
und K,. Vacha.) 

(Eingegangen am 8. Februar 1915.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Als Fortsetzung unserer Studien tiber physikalisch-chemische ! 
Kigenschaften des bekannten Trypanosomenheilmittels ©Germanin 
(Bayer 205) bringe ich in dieser zweiten Arbeit einige Beobachtungen 
iiber dessen EinfluB bei verschiedenen Strahlenwirkungen, sowie auf 
die Befruchtung und Furchung der Seeigeleier und auf die Vermehrung 
der freilebenden Protozoen. 


1, Germanin und photodynamische Erseheinungen, 

A. Germanin erhoht die Fluoreszenz einiger fluoreszierender Farbstoffe. 

Beim Ausfiihren der Diffusionsversuche mit verschiedenen fluo- 
reszierenden Farbstoffen zeigte sich, daf{ Germanin die Fluoreszenz von 
einigen derselben schon bei Tageslicht deutlich erhéht. Am deutlichsten 
trat diese Erhéhung bei Pyronin, Phloxinrhodamin, Sulforhodamin und 
Rhodamin G hervor, schwachere Erhéhung war bei Corifosfin, Aurifosfin 
und Thioflavin zu beobachten. Keine Veranderung fand ich bei Rose 
bengal, Eosin, Erythrosin, Fluorescein, Safranin. Auch bei Versuchen 
mit Chinin, Aeskulin und Primulin war keine Anderung der Fluoreszenz 
bei Tageslicht zu beobachten. Entsprechende Resultate lieferte auch 
die Bestrahlung im Ultraviolett. Dr. K. Wenig war so liebenswirdig, 
und fiihrte orientierende Messungen der Fluoreszenzsteigerung einiger 
Farbstoffe im ultravioletten Licht mit Hilfe des Pulfrich-Photo- 
meters durch (Fikentschers Einrichtung). Die Mischungen der Farbstoffe 
mit Germanin wurden in 2-mm-Schicht mit filtrierten ultravioletten 
Strahlen durchstrahlt und das Fluoreszenzlicht im Vergleich zu Farb- 
stofflésungen ohne Germanin, welche als 100° gesetzt wurden, ohne 
Filter gemessen. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle L ersichtlich. 
In starkeren Germaninkonzentrationen ist die Steigerung der Flu- 


1 Diese Zeitschr. 314, 265, 1943. 
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Tabelle I. Steigerung der Fluoreszenz im ultravioletten Licht 
durch Germaninzusatz im Vergleich mit der Kontrolle (AK) ohne 
Germanin (100%). 





Germaninkonzentration: 1% 0,5% 0,1% | 0,05% 0,01% K 
RhodaminG.... 835%) 687%. 100% 100% 100% 100%, 
Sulforhodamin .. | 535 640 390 360 100 100 
Phloxinrhodamin | 578 770 909 588 179 100 

0.05° Pysonin «06s ; 180 323 837 1000 290 100 
ye /? ) Balranin . ....... | 500 435 100 100 100 100 
Corifosfin....... || 714 935 364 100 100 100 
Aurifosfin ...... 565 741 253 100 100 100 
Thioflavin ...... 740 1050 513 287 100 100 





oreszenz nicht so gro, was durch die Abschwachung der die Fluoreszenz 
erregenden ultravioletten Strahlen infolge ihrer Absorption durch die 
Germaninlésung bedingt ist. Am stdrksten wird die Fluoreszenz der 
Rhodamine erhoht, schwicher diejenige der Fosfine. Aber auch Safranin, 
welches in Kontrollen ohne Germanin nur sehr schwach.fluoreszierte, 
erfuhr nach Germaninzusatz eine bedeutende Erhéhung seiner Flu- 
oreszenz. Offenbar entstehen aus diesen Farbstoffen und Germanin 
Verbindungen — ob durch Addition oder durch Umbau muB weiteren 
Untersuchungen tiberlassen werden —, die sich durch eine auBer- 
ordentlich gesteigerte Fluoreszenz, sei es im Tageslicht oder ganz 
besonders im ultravioletten Licht auszeichnen. Das Fluoreszenzvermégen 
der Phthaleine (Eosin, Erythrosin, Fluorescein, Rose bengal) wird durch 
Germanin nicht gedndert. 

Wenn andere im Ultraviolett fluoreszierende Stoffe (z. B. Chinin, 
Aeskulin, Primulin, Lactoflavin) mit Germanin gemischt werden, so 
findet in héchsten Germaninkonzentrationen (1%, 0,59) ein voll- 
stindiges Ausléschen der Fluoreszenz statt. Ich erklare dies als Folge 
der sehr starken Absorption der ultravioletten Strahlen durch dic 
héheren Germaninkonzentrationen (s. auch S. 76). Wenn solche 
Loésungen von oben mit Ultraviolett bestrahlt werden, so fluoreszieren 
nur die obersten Schichten und in der Tiefe wird das Fluoreszenzlicht 
immer mehr und mehr ausgeléscht. AuBerdem werden Chinin, Berberin- 
sulfat und Trypaflavin durch Germanin grobflockig niedergeschlagen. 


B. Die Schutzwirkung von Germanin bei photodynamischer Hamolyse. 

Es ist bekannt, daB gewaschene Erythrocyten im isotonischen 
Medium gemischt mit fluoreszierenden Farbstoffen bei starkem Licht 
sehr schnell eine vollstandige Hamolyse geben (Sacharow, Pfeiffer u. a.). 
Wir untersuchten die Schutzwirkung des Germanins auch bei dieser 
Art der Hamolyse. Meerschweinchenerythrocyten wurden vier- bis 


fiinfmal mit 0,9%igem NaCl gewaschen und in einer Verdiinnung 
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von 1: 100 mit den entsprechenden Konzentrationen der Farbstoffe 
und Germanin in Reagensglisern gemischt und direkter Sonne (2 bis 
3 Uhr nachmittags, Mai) ausgesetzt. Wie aus der Tabelle LI ersichtlich 
ist, verhindern selbst hohe Konzentrationen von Germanin die Hamolyse 
zwar nicht, doch verspatern sie ihren Eintritt und verlangsamen ihren 
Verlauf. Natiirlich tritt die Hamolyse nur bei Licht ein, ins Dunkle ge- 
stellte Kontrollen haimolysieren selbst nach 24 Stunden nicht. AuBer 
den in der Tabelle erwahnten Farbstoffen (Rose bengale und Erythrosin) 
erhielten wir ganz ahnliche Erfolge auch mit Phenosafranin 1 : 1000 
und Jodeosin 1: 1000. Mit anderen fluoreszierenden Farbstoffen, wie 
Rhodamin 1: 1000, Eosin 1: L000, Trypaflavin 1: 150000, Methylen- 


Tabelle Il. 
<intritt der Hamolyse, ++ Fortschreiten der Hamolyse, ++ + voll- 
endete Hamolyse. 





Rose bengale 1: 100000. 


permianin: 1%) 6. os ed cc's 5eem' 4cem' 3cem 2cem 1cem_= QO ecm 
Rose bengale 1: 10000..... i i as = ie 3, 
LA | Ee aa ar a ae oe Ol et tae [Os eee ae he 
Blutkérperchen 1: 100...... 2 ge Tae ae fos je 2 os 
Hamolyse nach 3 Min...... Coy Tita RO ew fOr“ Tes ++ 
Sil Mar eg Te sare eof sug Oe a POF i PE a it Sees 
RF hes cae Opi, 0 ae Gere 
i LN eeaaA ioaeenit eee 0 4. 52k 
Cae are eer + - at 
’ Be) oy ee ++ + 


Rose bengale 1 : 500000. 


Germanin 19... .5..665%.. 5eem 4cem') 3cem 2cem lLeem 0 com 
Rose bengale 1: 50000... bs ore Bs l 1 1. 55 
TS eae ote ee te 6 ts 
Blutkérperchen 1:100...... Sse fe oe 1s 2 2 vs Dn 
Hamolyse nach 7 Min. ... Pe) Ue gg 1 ae tO ag tO ae + 

> OE eee 0 0 0 n 4 ie 

IOs ee 0) ff 

EOS eer 1 ++-4 

16 Pr) whe as ! 

Krythrosin 1 : 50000. 

Gorman. 2% oo. cs se. 5eem 4ecem 3ccm 2cem Leem_ 0 cem 
Erythrosin 1:5000...... Al ee ee Lea BY | ees Yo | ore 
og Ng 7 3 eee ae S53, 4-3 oe ee es c = 
Blutkérperchen 1:100.... ren, Mean ae eee para ee 2 
Hamolyse nach 6 Min..... 0 o , oe | Os {. 

9 » ee ee Seo YY ++ 

Bet ako ch Oss a 0 sc 0 5 

See 0, o>» 1. 

}. Sieee | ee + + 

Ib, 1 she 

17 me ‘ 














72 O. Jirovec: 


blau 1: 5000 bis 1; 20000 war durch Licht tiberhaupt keine Himolyse 
zu erzielen. Mit Phloxinrhodamin gelang zwar die Lichthamolyse, doch 
konnten wir nach Germaninzusatz keinen Unterschied feststellen. 


C. Die Schutzwirkung von Germanin bei photodynamischen Erscheinungen 
an Protozoen. 

Zu diesen Versuchen, die gemeinsam mit Dr. Vacha durchgefiihrt 
wurden, benutzten wir eine Biokleinkultur von Paramaecium aurelia. In 
zahlreichen vorlaufigen Versuchen wurde zuerst die relative Ungiftigkeit 
des Germanins fiir freilebende Protozoen (Euglena gracilis, Paramecium 
aurelia, Glaucoma piriformis, Bodo sp., Colpidium u. a. Protozoenarten) 
festgestellt. Selbst in ziemlich hohen Konzentrationen, 1 bis 5%, 
lebten die genannten Protozoen noch nach 2 bis 4 Tagen. Die Para- 
mecien wurden in: eine Mischung von Germanin in verschiedenen Kon- 
zentrationen und einer unschadlichen Konzentration der fluoreszierenden 
Farbstoffe in kleinen Uhrschalchen iibertragen und mit einer 20 ¢m 
weit entfernten Projektionsgliihbirne von 500 Watt bestrahlt. Die 
Fliissigkeitsmenge betrug in allen Versuchen 10 Tropfen. Warme- 
strahlen wurden durch gesattigte wasserige Ferroammonsulfatlésung 
abfiltriert. Wahrend der Beleuchtung wurde das Uhrschalchen dauernd 
von oben durch das Mikroskop bei schwacher und auch starkerer Ver- 
gréBerung beobachtet. Als MaB der Schutzwirkung diente die Be- 
leuchtungszeit, nach welcher die Paramecien im Vergleich zu den mit 
Germanin behandelten Kontrollen abget6tet wurden. Natiirlich ist 
diese nicht genau festzustellen, denn es gibt Paramecien, welche schon 
nach wenigen Sekunden durch die Bestrahlung abgetétet werden, 
wahrend andere widerstandsfahiger sind und noch am Leben bleiben. 
wenn die Mehrzahl bereits abgestorben ist. Von den fluoreszierenden 
Farbstoffen benutzten wir Rose bengale, Erythrosin, Kosin, Methylen- 
blau und Pyronin. Die Resultate unserer Versuche sind in der Tabelle LI] 


zusammengestellt. In der Spalte 3 ist die Zeit notiert, nach welcher 
die Paramecien noch ganz normal aussahen, sich aber bereits an ihrer 


langsameren Bewegung der Anfang der photodynamischen Schadigung 
feststellen lieB. In der Npalte 4 ist die Zeit notiert, nach welcher etwa 
50% der Paramecien abgetétet bereits am Boden lagen und starke 
Vakuolisation zeigten, wahrend die anderen schwer beschadigt noch 
langsam herumschwammen. In der Spalte 5 finden wir die Zeit, nach 
welche: schon alle Infusorien abgestorben waren. Aus diesen Versuchen 
geht eine sehr starke Schutzwirkung von Germanin gegen die photo- 
dynamische Schaidigung der Paramecien durch fluoreszierende Farb- 
stoffe hervor. Der Lichttod tritt nach ungefahr drei- bis vier- bis fiinfmal 
langerer Zeit als in den Kontrollen ohne Germaninzusatz ein. Am 
deutlichsten war dies bei Rose bengale, Erythrosin, Pyronin und 
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Tabelle III. 


Die Schutzwirkung des Germanins gegen eine photo- 


dynamische Schaédigung der Paramecien. 





Germanin- 
konzentration | k« 


» 


Farbstoft- 
mzentration 


2 


Normale Gestalt 

und Verhalten 

noch nach einer 
Belichtung 


‘ 


Etwa 50% der 
Paramecien 
tot, die tiibrigen 
noch lebend 


Alle 
Paramecien 


tot nach einer 


Belichtung 


Kontroile ohne 

Germaninzusatz 

Tot nach einer 
Belichtung 








nach einer Be- 


von lichtung von von von 
1. Rose bengale. 
1: 100 1: 10000 30 Sek. 1 Min. 3— 4 Min. 30 Sek. 
1: 100 1: 50000 2 Min. oes 10-13 ,, 1—2 Min. 
1: 100 1: 100 000 Dae i0- ,, 144—15 ,, f= 4 
1: 200 1: 100000 | ee to: 10--32 -,, 2—3 
1: 1000 1: 100000 2s as b= 6, 2—3: .. 
2. Erythrosin. 

1: 100 1 5 000 2 Min. + Min. 5— 6 Min. 1 Min. 
1: 100 ] 10 000 a ee 6 a 1-2 .,. 
1: 100 1: 25000 me De 6 aes 2—3 
1: 100 1: 50000 = iO... 13-20 ,, 4 
1: 200 1: 50000 eos | a 12 ae 4 
1: 1000 1: 50000 ee Poe 5 “ ae 
1: 1000 1: 100000 ae . eee 7-8 ,, 4—5 , 

3. Eosin; gelblich. 
1: 100 1: 1000 1 Min. 5 Min. 14 Min. 6 Min. 
1: 100 1: 5000 eee 14 —15,, 19 se 12 = 
1: 100 1: 10000 Re ) a 25 < 14—16 
1: 200 1: 10000 ae EO? 4s 20—21 ,, 16 
1: 1000 1: 10000 |. a i a 20—24 ,, 16 oe 

4. Methylenblau. 

1: 100 1: 50000 3 Min. 6 Min. 8-9 Min. 2—3 Min 


1: 100 1: 100000 ee 12—14,, 17—19 ,, 6 
5. Pyronin. 
1: 100 1: 5000 15—20 Min.) 25—30 Min. 40-45 Min. 8— 9 Min. 
1: 100 1: 10000 20 a nach 40 Min. noch nicht 12—-15 
tot, nur langsamere Be- 
wegung 


Methylenblau und schwacher bei Rhodamin G zu sehen, wahrend bei 
Kosin die Zeit nur um eineinhalb- bis zweimal verlangert war. Bei 
Sulforhodamin, Phloxinrhodamin und Corifosfin war kein Unterschied 
zu sehen. 

Die Schutzwirkung des Germanins gegen photodynamische Nchadi- 
gungen der Protozoen oder Blutkérperchen kann auf zweierlei Art 
zustande kommen: 1. Das Germanin geht mit den fluoreszierenden Farb- 
stoffen in eine Verbindung ein und schwacht so deren sensibilisierende 
Wirkung ab. Etwas Ahnliches finden wir bei der Schutzwirkung ver- 
schiedener Eiweifistoffe gegen die photodynamische Schadigung, wie 
sie von Busck, Schmidt und Normann, Efimoff, Jirovec und Ziegler u.a. 
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festgestellt wurde. Die EiweiBstoffe bilden namlich mit den fluores- 
zierenden Farbstoffen eine Verbindung, deren Diffusionsgeschwindigkeit 
und Fluoreszenz deutlich vermindert wird. Aron fand, daB Eosin die 
Hitzekoagulation der Eiweibstoffe bis zu einem gewissen Grade sogar 
verhindern kann. 2. Das Germanin verandert das AuBenmedium nicht, 
d.h, es tritt weder in Verbindung mit den fluoreszierenden Farbstoffen 
noch andert es die Wellenlange des Lichtes, sondern es wirkt schiitzend 
direkt auf das Zellplasma. Welche von den beiden erwahnten Méglich- 
keiten wirklich zutrifft, muB weiteren Versuchen iiberlassen werden. 


2. Germanin und ultraviolette Strahlen. 


Wenn verdiinnte EiweiBstoffe mit ultravioletten Strahlen bestrahlt 
und in verschiedenen Zeitabschnitten polarographisch untersucht 
werden, erhalt man die bekannte Denaturationsstufe (Wenig und 
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Abb. 1. Schutzwirkung von verschiedenen Germaninkonzentrationen auf die Denaturation 
der SerumeiweiBstoffe durch ultraviolette Strahlen. 


Jtrovec). Durch steigende Germaninkonzentrationen werden aber die 
Eiweibstoffe mehr und mehr geschiitzt, so daB z. B. in einer 0,5 %igen 
Germaninlésung selbst nach 60 Minuten langer Bestrahlung die beiden 
Stufen genau dieselbe Gestalt und Héhe haben wie in nicht bestrahlten 
Kontrollen (Abb. 1). (Versuchsanordnung: Menschliches Serum, ver- 
diinnt 1:25 mit n/10 NH,Cl, bestrahlt in einer 1 em hohen Schicht 
in Petri-Schalen durch den Quarzbrenner der groBen Hanauer Lampe 
fiir Wechselstrom, Klemmspannung 175 bis 185 Volt, Brennerlange 
120 mm, Lichtstarke etwa 2500 Kerzen, Abstand des Brenners 25 cm; 
die Petri-Schalen mit EiweiBlésung wurden durch Einstellen in gréBere 
Schalen mit Eis gekiihlt.) 
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Ahbnliche Schutzwirkung lieB sich auch bei Bestrahlungsversuchen 
von Protozoen mit Ultraviolett feststellen. Zu diesen Versuchen benutzte 
ich eine Biokleinkultur von Paramecium aurelia und eine Reinkultur 
der griinen Euglena gracilis, die auf Pepton Chapoteau, 0.1%, + Na- 
Acetat, 0.2%, geziichtet wurde (pu — 6,5). Die Bestrahlung erfolgte 
wieder mit der groben Hanauer Quarzlampe, die 100 cm weit entfernt 
war. Die genannten Protozoen wurden in einer Anzahl kleiner Uhr- 
glaser den ultravioletten unfiltrierten Strahlen ausgesetzt und immer 
nach 2 Minuten wurde ein Uhrglas aus dem Beleuchtungskegel der 
Lampe weggenommen und mikroskopisch untersucht. 
Kontrollparamecien ohne Germaninzusatz zeigen schon nach 
3 bis 4 Minuten dauernder Beleuchtung sehr schwere Schadigungen, ihre 
Bewegung hért auf, die Vakuolisation steigert sich und nach 5 bis 
6 Minuten sind alle Paramecien tot. Bei Zugabe von 0,5 bis 1% Ger- 
manin ist jedoch etwa die Halfte der Paramecien noch nach 90 Minuten 
dauernder Bestrahlung am Leben und zeigt keine Schadigung auBer 
einer langsameren Bewegung. Schwachere Germaninkonzentrationen 
verlangern die Lebensdauer der Paramecien etwa zwei- bis dreimal. 
Euglena gracilis wurde in Kontrollversuchen ohne Germaninzusatz 
durch die ultravioletten Strahlen bereits nach 8 bis 10 Minuten ab- 
getotet. 0,001 und 0,005 y Germaninzusatz tibte keinen Schutz aus, 
erst bei 0,01 % betrug die Abtétungszeit etwa 15 Minuten und ver- 
langerte sich dann in 0,05 % auf 60 Minuten und in 0,1 °% auf 90 Minuten. 
In 0,5% Germanin blieben die Euglenen nach 15 Minuten dauernder 
Bestrahlung noch ganz normal, erst nach 60 Minuten war etwa die 
Halfte bewegungslos und schwer beschadigt am Boden des Uhrschalcheas. 
In 1 %iger Germaninlésung sahen die Euglenen noch nach 20 Minuten 
vollkommen normal aus und erst nach 70 bis 90 Minuten lag etwa die 
Halfte unbeweglich am Boden. Es waren aber in den beiden letzten 
Konzentrationen nach 60 Minuten zahlreiche Reizformen vorhanden, 
d.h. nur an Ort und Stelle sich ,,améboid** bewegende Euglenen. In 
Kontrollversuchen, bei denen zu der Kultur 1°) Serumalbumin, Ov- 
albumin oder Pepton zugegeben wurden, starben die Euglenen nach 
etwa 15 Minuten ab, was der Schutzwirkung einer etwa 0,01 “igen 
Germaninlésung entspricht. In weiteren Versuchen wurden die Kuglenen 
fiir 48 Stunden in 1 °Zige Germaninlésung versetzt, nachher griindlich 
durch dreimaliges Zentrifugieren mit frischer Nahrl6sung gewaschen und 
dann den ultravioletten Strahlen ausgesetzt. Es lieB sich jedoch kein 
Unterschied in der Abtétungszeit solcher mit Germanin vorbehandelter 
Euglenen im Vergleich mit auch dreimal gewaschenen Kontrollen 
beobachten. Das Germanin wird also offenbar nicht durch die Flagel- 
laten gespeichert, wenigstens nicht in solehen Mengen, die sich durch 
diesen biologischen Versuch, d. h. auf Grund ihrer Schutzwirkung, nach- 
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weisen lieBen. Ebensowenig lieB sich ein Unterschied in der Abt6étungs- 
zeit feststellen, wenn die Euglenen 16 Stunden mit verschiedenen 
Germaninkonzentrationen (1, 0,5, 0,19) vorbehandelt und nachher 
den ultravioletten Strahlen ausgesetzt wurden (im Vergleich mit 
Euglenen, die unmittelbar nach der Uberfiithrung in die Germanin 
l6sung bestrahlt wurden). 

In weiteren Versuchen filtrierte ich die ultravioletten Strahlen 
durch eine 1mm dicke Schicht von 0,1 °Giger Germaninlésung (in einer 
Quarzkiivette). In solechem filtriertem Lichte blieben die Euglenen 
noch nach 1] Stunde dauernder Be. 
strahlung am Leben und schwammen 





ganz normal und unbeschadigt herum. 
Auch die fiir das Ultraviolett viel 
empfindlicheren Paramecien waren 
nach 30 Minuten dauernder Bestrah- 
lung mit durch Germaninlésung fil- 
triertem Ultraviolett ganz normal. 
In Kontrollversuchen, bei denen die 
Quarzkiivette nur mit destilliertem 
Wasser gefiillt wurde, starben die be- 
strahlten Euglenen bereits nach 6 bis 
7 Minuten und die Paramecien nach 
4 bis 5 Minuten ab. Die Schutzwirkung 
des Germanins kann also durch die 
Absorption der tédlichen Ultraviolett- 
strahlen erklart werden. Da trotz- 
dem. ein gewisser Teil der Protozoen 
auch in  héheren Germaninkonzen- 
trationen abgetétet wird, ist leicht 
erklarbar, da die Protozoen auch un- 
mittelbar unter der Oberflache herum- 
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schwimmen und dort von den noch nicht abgeschwachten ultra- 
violetten Strahlen voll getroffen werden. Die am Boden des Uhrglases 
herumschwimmenden Protozoen sind durch die obenstehende Ger- 
maninschicht vor den t6édlichen Strahlen geschiitzt. 

Aus diesen beiden Versuchsgruppen ging hervor, daB die Schutz- 
wirkung des Germanins offenbar ganzlich durch seine recht grobe 
Absorption der ultravioletten Strahlen erklart werden kann. Kollege 
M. Spacek war so liebenswiirdig und fiihrte einige Spektralmessungen 
mit Germanin aus und ich bringe im folgenden seine Ergebnisse : 

..Um den Schutzeffekt des Germanins gegen die schaidigenden 
Kinfliisse durch ultraviolette Strahlen erklaren zu kénnen, wurde das 


Absorptionsspektrum des Germanins in wasseriger Lésung (6,66 mg 
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in L0Ocem dest. Wassers; pu — 6,95, potentiometrisch bestimmt) 
untersucht. Das Spektrum wurde unter Verwendung der Scheibeschen 
Methode des rotierenden Sektors photographisch aufgenommen und 
die typische Farbkurve (e’ — /-Kurve, 4 bedeutet die Wellenlange. 
e’ die Extinktion bei 1 em Schichtdicke und Konzentration von | mg°,) 
konstruiert (Abb. 2). Dieselbe zeigt einen steilen Absorptionsaufstieg 
von etwa 380mu zu einem verhaltnismaBig flachen Maximum bei 


312 my (log ¢’ 0,77), dem ein Minimum bei 291 my, (log e’ 0,87) 
folgt und einem etwa viermal héheren, etwas scharfer begrenzten 
Maximum bei 238 mw. (log ¢’ 0.16). Die gefundenen Extinktions- 


werte gestatten uns eine Orientierung iiber die Strahlungsintensitat, 
die bei Anwesenheit von Germanin auf das Eiweif oder Protozoen 
entfallt. Bei den oben beschriebenen polarographischen Versuchen 
wurde mit Germaninkonzentrationen von 10, 50, 100, 500 und 1000 mg°, 
gearbeitet Die Tabelle LV gibt fiir solehe L6sungen die Schichtdicken 
in cm an, bei denen die Strahlung der drei charakteristischen Wellen- 
langen (238 und 312 my, d. h. das Maximum des Germanins und 279 my, 
d.h. das durchschnittliche Absorptionsmaximum der EiweiBstoffe) eine 
zehnfache (V9) bzw. eine zweifache (V.) Schwachung erfahrt. 


Tabelle IV. 





Caimi Fir 4 = 312 mu und 4 = 279 mu Fir 4 = 238 mu 
in mg% Vio in em V. in em Vio in cm ns in cm 
10 = 0,01% 5,92 1,78 1,44 0,43 
50 = 0,05 % 1,18 0,36 0,29 0,09 
100 = 01 % 0,59 0,18 0,14 0,05 
500 = 0,556 % 0,12 0,04 0,03 0,01 
1000 = 1 &% 0,06 0,02 0,01 0,004 


Die im fast ganzen Ultraviolett sehr hohe und mit der Wellenlange 
nicht allzu stark wachsende Absorption des Germanins zeigt klar, dal 
mit diesem Stoff die EiweiBdenaturation verhindert werden mul), 
wenn auch die Nichtiibereinstimmung des Absorptionsmaximums der 
EiweiBstoffe mit einem der Maxima des Germanins unwalhrscheinlich 
macht, daB der Schutzeffekt als ein fiir Germanin spezifischer, d.h. 
durch seine selektive Absorption der fiir die Denaturation wirksamen 
Wellenlangen bedingter, anzusehen ist.‘ 


3. Uher den Einflu8 des Germanins auf die Befruchtung und Furehung 
der Seeigeleier, 

Zu diesen Versuchen, welche ich gelegentlich meines Aufenthaltes 

im Oceanographischen Institut in Split im Jahre 1938 ausgefiihrt habe, 

benutzte ich zwei Seeigelarten, und zwar Paracentrotus lividus und 
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Sphaerechinus granularis, Nach Aufschneiden der Seeigel an ihrem 
Aquator wurde die obere Schalenhalfte, welche die Gonaden enthalt, 
in eine mit Meerwasser bis oben gefiillte Schale eingetaucht. Die spontan 
abgehenden Kier oder Spermatozoiden wurden dann mit einer Pipette 


in die Versuchsschélchen tibertragen. Germanin wurde zu 2° 


>» im 
frischen Meerwasser gelést und diese Stammlésung dann entsprechend 
verdiinnt. Zu jedem Versuch wurden 50 ccm der Versuchslésung 
benutzt und die Eier oder Spermatozoiden mit einer 1 cem fassenden 
Pipette zugesetzt. In bestimmten Zeitabschnitten wurden dann die 
Befruchtungsvorgange mikroskopisch untersucht. Langer als 24 Stunden 
wurde die Entwicklung der Eier nicht verfalgt, da auch in gleichzeitig 
angesetzten Kontrollen dieselben gew6hnlich nicht weiter als bis zur 
Gastrula fortgeschritten sind. Zimmertemperatur war 16 bis 17°C: 
Zeit 27. April bis 10. Mai 1938. Zu jedem Versuch wurden Kontroilen 
mit unbehandelten Geschlechtszellen angesetzt. Zwecks Anfertigung 
der Schnitte wurden die Eier mit Bouins Flissigkeit fixiert und die 
5 bis 7 up dicken Paraffinschnitte mit Heidenhains Eisenhimatoxvlin 
gefarbt. 


a) Die Einwirkung von Germanin auf die Befruchtung der Paracentrotuseier. 


Reife, befruchtungsfahige Eier wurden direkt in verschiedenen 
Germaninkonzentrationen (1:50, 1:100, 1: 200, 1: 500, 1: 1000, 
1: 5000, 1: 6500, 1: 10000 und 1: 50000) mit frischem, stark beweg- 





Abb. 3a. Abb. 3b. 


Abb. 3. a) 0,1°%iges Germanin verhindert die Befruchtung der Eier von Paracentrotus lividus. 
Die Spermatozoiden bleiben auBen der Gallerthille stecken. b) Kontrollversuch ohne Germanin: 
die Spermatozoiden dringen gleich in das Ei hinein und die Befruchtungsmembran hebt sich 
sogleich auf. 
Lebendaufnahme mit der Aufsatzkamera ,,Makam‘-Bogenlampe. Vergr. 160 mal. 
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lichem Sperma gemischt. In mehreren Versuchsreihen zeigte sich, daB 
in den Konzentrationen 1:50 bis 1: 5000 die Befruchtung niemals 
zustande kam, selbst wenn die Eier volle 12 Stunden im Kontakt mit 
den sich sonst normal beweglichen Spermatozoiden waren. Dieselben 
sammelten sich zwar in dichten Haufen um die Eier (Abb. 3a), manchmal 
wurde dadurch die Gallerthiille sehr gut sichtbar, doch die Eier bildeten 
keine Befruchtungsmembran und es folgte auch keine Furchung, 
wahrend in nichtbehandelten Kontrollen sich die Befruchtungsmembran 
innerhalb weniger Sekunden abhob (Abb.3b) und die Furchung in 
7 bis 9 Stunden bis zu Blastulen erfolgte. In Konzentrationen 1 : 10000 
und 1: 50000 war dagegen die Furchung ganz normal. An Schnitten 
lieB sich folgendes feststellen: In Konzentrationen 1 : 500, 1: 1000 und 
1: 2000 lieBen sich selbst nach 6 bis 8 Stunden keine Kernteilungen 
feststellen, die Kerne lagen in der Mitte der Eier, keine Spharen waren 
sichtbar, die Spermatozoiden waren dicht an der Eimembran an- 
gesammelt, da die Gallerthiille durch Fixieren und Einbetten ge- 
schrumpft war. In 1 : 3000 finden wir in etwa 5° nach 2 bis 3 Stunden 
gut entwickelte Spharen, in 1 : 4000 bei etwa 10%, einige wenige Eier 
sind in Teilung, der gr6Bte Teil blieb jedoch in Ruhe. Nach 7 Stunden 
waren einige Blastulen zu finden, die Masse der Eier zeigte jedoch 
weder Teilung noch Spharen. In 1: 6500 finden wir nach 2 Stunden 
viele Zellteilungen mit diploider Chromosomengarnitur, es kommen 
auch drei- und mehrpolige Mitosen vor. Nach 7 Stunden finden wir 
schon die Mehrzahl der Eier als normale Blastula. In 1: 10000 fand 
schon eine normale Befruchtung statt, doch scheinen die Teilungen 
verzogert zu sein, und wir finden neben zahlreichen Blastulen auch 
noch viele Eier mit drei- und mehrpoligen Mitosen. 


b) EinfluB des Germanins auf die Furchung der normal befruchteten 
Paracentrotuseier. 





Reife Eier wurden mit frischen Samen befruchtet und nachher in 
bestimmten Zeitintervallen in Germanin | : 500 iibertragen. Wenn die 
Ubertragung schon 1 Minute nach der Befruchtung geschah, so furchten 
nur etwa 60 % der Eier, die iibrigen zeigten weder Befruchtungsmembran 
noch Furchung. Die nach 3 Minuten iibertragenen furchten in 90%. 
Wenn die Eier spater als 6 Minuten nach der Befruchtung ins Germanin 
iibertragen wurden, so entwickelten sie sich normal. An Schnitten 
erhalten wir folgendes Bild: Eier, die 3 bis 6 Minuten nach der erfolgten 
Befruchtung in Germanin 1: 500 iibertragen und dann 3 Stunden 
spiter fixiert wurden, zeigten verspitete Furchung, viele abnormale 
Mitosen, ein Teil furchte ttberhaupt nicht. Kier, die erst nach 10 Minuten 
bis mehreren Stunden in Germanin iibertragen wurden, vollendeten 
alle normal ihre Entwicklung zu Blastulen. Es zeigt sich also, das 
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Germaninkonzentrationen, welche die Befruchtung verhindern, auf die 
Furchung normal befruchteter Eier keinen weiteren EinfluB haben. 
Dieselbe verlauft ganz normal wie in Kontrollversuchen 


c) KinfluB des Germanins auf die Paracentrotuseier. 

Auch in ziemlich konzentrierten Germaninlésungen (1:50 bis 
1: 100) zeigen die Kier keine mikroskopisch sichtbaren Veranderungen. 
Noch nach sechs- bis achtstiindigem Aufenthalt in solehen Lésungen 
ist ihr Plasma ganz normal. Nach 24 Stunden ist jedoch ihr Plasma 
starker vakuolisiert als in nichtbehandelten Kontrollen und ein Teil 
der Eier bereits zerfallen. Es wurde nun die Befruchtungsméglichkeit 
z solcher mit Germanin  vorbe- 
handelter Eier mit frischem, 
normalem Sperma untersucht. 
Frische Paracentrotuseier wur- 
den in 1: 500 und 1: 1000 Ger- 
manin tbertragen und nach be- 
stimmten Zeitabscfinitten mit 
Hilfe einer langsam laufenden 
Zentrifuge dreimal mit frischem 
Meerwasser gewaschen, um die 
Germaninlésung zu entfernen; 
dann wurden sie in etwa 50 cem 





frisches Meerwasser iibertragen 


Abb. 4. Multipolare Mitosen im Ki von Para- 
centrozus lividus. Normales Ei befruchtet 


und mit normalem, frischem 


mit Sperma, das mit 0,01 °,igem Germanin Sperma befruchtet. 
vorbehandelt wurde. : : 3 
(Fix. Bouin, gefiirbt nach Heidenhain. An Schnitten zeigte sich, 


Vergr. 400 mal.) . : 
. " daB die so vorbehandelten Eier 


durch beide Germaninkonzentrationen schon nach kurzer Zeit schwer 
beschadigt sind, es sind ziemlich viele mehrpolige Mitosen zu finden 
(Abb. 4), so daB spater die Kier zahlreiche Kerne besitzen, ohne jedoch 
sich in die einzelnen Blastomeren aufzuteilen. Nach einigen Stunden 
gehen die Eier ein. 


d) Versuche mit Eiern und Samen von Sphaerechinus. 


Mit dieser Art fiihrte ich nur einige Versuche zur Kontrolle durch. 
In Germaninkonzentrationen 1: 100, 1:500, 1: 1000 und 1: 2000 
gelingt die Befruchtung der Eier nicht mehr, die Spermatozoiden 
sammeln sich zwar um die Eier herum, doch diese heben keine Be- 
fruchtungsmembran auf, und zeigen auch keine Furchung. Nach 
24 Stunden ist die Mehrzahl solcher Eier zerfallen. Unbefruchtete Eier 
verandern in Germaninlésungen 1: 500, 1: 1000 und 1: 2000 ihre 
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Gestalt und Struktur selbst nach 24 Stunden nicht. Vorher befruchtete 
Kier entwickeln sich in Lésungen 1 : 100 bis 1 : L000 ganz normal inner- 
halb 12 Stunden zu Blastulen wie die unbehandelten Kontrollen. Das 
Sperma behielt in Germaninlésung |: 100 seine normale Beweglichkeit 
wahrend 6 Stunden. 


Aus diesen Vorversuchen ergibt sich die Tatsache, daB das Germanin 
in Konzentrationen bis 1: 5000 die Befruchtung der Seeigeleier ver- 
hindert. Ob dies durch Verdnderung der Oberflachenschichten des 
Kies geschieht, die fiir das Sperma undurchdringlich werden, oder durch 
Schadigung des Spermas zu erklaren ist, kénnten erst weitere Unter- 
suchungen beantworten; ich muBte leider meine Versuche vorzeitig 
abbrechen. : 


4, Uber den Einflu8 von Germanin auf die Vermehrung von Glaucoma 
piriformis und Euglena gracilis. 

Mit dem Infusorium Glaucoma piriformis fiihrte Fr. Dr. K. Gottwal- 
dovd einige quantitative Versuche tiber das Wachstum dieses Ziliaten 
bei Gegenwart von Germanin aus. Die bakterienfreie Kultur hatte uns 
Dr. A. Lwoff (Inst. Pasteur, Paris) gefalligst iiberlassen. Als Nahr- 
boden diente 1% Pepton Chapoteau mit 0,6% NaCl nach Lwoff. Das 
pu wurde mittels NaOH und HCl auf 7 gestellt. Zu 8 cem des Nahr- 
bodens wurde | ccm einer gezéhlten Glaucomakultur und 1 cem je einer 
10-, 1- oder 0,1 %igen Germaninlésung zugegeben, so da die Endkonzen- 
tration des Germanins 1, 0,1 und 0,01 % betrug. Von diesen drei Ger- 
maninverdiinnungen wurden gleichzeitig drei parallele Serien hergestellt, 
also im ganzen neun Roéhrchen, die mit drei Kontrollréhrchen ohne 
Germaninzusatz verglichen wurden. Diese zw6lf Réhrehen wurden nun 
jeden Tag sorgfiltig mittels einer Biirge-Zeiss-Zahlkammer durchgezahlt. 
Der ganze Versuch dauerte 33 Tage. Von der Anfangszahl 3400 pro eem 
stieg die Glaucomazahl ziemlich gleichmaBig in allen drei Germanin- 
konzentrationen, ebenso wie in der Kontrolle, bis sie am 9. bis 11. Tage 
das Maximum erreichte, und zwar waren die Durechschnittswerte aus 
den drei Réhrehen in 1% Germanin 79000 Glaucomen pro 1 cem (am 
10. bis 11. Tage), in 0,1°% Germanin 99000 pro Leem (am 10. bis 
11. Tage), in 0,01% Germanin 103000 pro leem (am 9. Tage). In den 
drei Kontrollréhrchen war das Maximum durchschnittlich 85000 Glau- 
comen pro lcem (am 10. bis 11. Tage). Wir sehen, da das Maximum 
in 1 %iger Germaninlésung um etwa 10 % kleiner ist als in der Kontrolle, 
wihrend die Germaninkonzentrationen 0,1 und 0,01 % leicht ..stimu- 
lierend* wirken. 

Euglena gracilis ziichteten wir auf 0,2%igen Na-Acetat und 
0,1% igen Pepton Chapoteau (px = 6,5, bei Licht). Die Intensitat 

Biochemische Zeitschrift Band 315. 6 








een ca RE re 


82 QO. Jirovec: Uber einige interessante Eigenschaften von Germanin. IT. 


des Wachstums wurde mit Hilfe des photoelektrischen Kolorimeters 
nach Lange bestimmt. Jedes Réhrchen wurde in regelmaBigen Zeit- 
abschnitten nach tiiehtigem Durchschiitten durchgemessen. Die Ver- 
suche stellten wir mit 0,1-, 0,2-, 1- und 2 %iger Germaninlésung an, und 
zwar bestand jede Serie aus vier Réhrchen. Die Kontrollserie ohne 
Germaninzusatz wurde in sieben R6éhrchen angelegt. Die Réhrchen 
wurden waihrend 6 Wochen kontrolliert. Es zeigte sich, daB das Wachs- 
tum in allen vier Germaninserien fast das gleiche wie in den Kontroll- 
rohrchen ohne Germanin war. Selbst 2 %ige Germaninlésung schadigte 
das Wachstum nicht im geringsten. Wir stehen deshalb davon ab, die 
ausfiihrlichen Protokolle hier wiederzugeben. Auch mit farblosen 
Euglenen, die am gleichen Nahrboden im Dunkeln geziichtet waren, 
erhielten wir ein fast gleiches Wachstum in allen Germaninkonzentra- 
tionen wie in den .Kontrollen. 

Wir sehen also, da Germanin selbst in héherer Konzentration 
fiir freilebende Protozoen kaum giftig ist. 


Prag-Hodkovicky, Na Vyspe 21. Béhmen. 
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Uber das mucolytische Enzym des Siiugerhodens. 
Von 
L. Hahn. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala und 
dem Wenner-Grens-Institut fiir experimentelle Biologie der Universitit 
Stockholm.) 

(Eingegangen am 3. Februar 1943.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Chain und Duthie (1) machten die Beobachtung, daB auf Zusatz 
von wasserigem Hodenextrakt zu Synovialfliissigkeit die Viscositaét der 
letzteren rasch abnimmt und da nach und nach Glucuronsiure und 
N-Acetylglucosamin in Freiheit gesetzt werden. Die oben genannten 
Autoren folgerten daraus, daB im Hoden ein Enzym, eine ,,Mucinase** 
vorkommt, welche die Polysaccharidséure der Synovialfliissigkeit zu 
hvdrolysieren vermag. Diese Polysaccharidsdaure, welche auBer in der 
Synovia auch im Glaskérper des Auges, im Nabelstrang und im Hiihner- 
sarkom vorkommt, wurde von Meyer und Mitarbeitern (2) als aquimole- 
kular aus N-Acetylglucosamin und Glucuronsaéure zusammengesetzt 
erkannt und Hyaluronsaiure benannt. Bereits vor dem Erscheinen der 
Arbeit von Chain und Duthie konnten Meyer, Dubos und Smyth (3) 
feststellen, daB das Autolysat von Pneumokokken ein Enzym enthalt, 
welches die Hyaluronsiure abzubauen vermag. In der Folge wurde 
die Mucinase (oder ,, Hyaluronidase“‘) im Filtrat verschiedener Pneumo- 
kokken, Streptokokken, in Fraenkel-Bazillen und anderen Bacterien 
nachgewiesen. Auch Extrakte aus Saéugersperma, Schlangengifte und 
besonders Blutegelextrakte wirken stark mucolytisch. 

Die Erkenntnis, da ein oder mehrere mucolytische Enzyme in 
den oben genannten Extrakten vorkommen, ist insofern von besonderem 
biologischem Interesse, als gerade dieselben Extrakte, wenn intracutan 
injiziert, die Permeabilitét des Hautgewebes fiir Fremdstoffe, wie 
Viren, Bacterien, Farbstoffe, erheblich erh6hen. Die diffusionssteigernde 
Wirkung wasseriger Hodenextrakte wurde im Jahre 1928 von Duran- 
Reynals (4) erkannt. In den darauffolgenden Jahren wurde der fiir die 
Permeabilitatserh6hung verantwortliche ,, Diffusionsfaktor‘ in Bacterien, 
in Schlangengiften und anderem Material nachgewiesen. Zur Konzen- 
trierung des Faktors aus verschiedenem Ausgangsmaterial wurde eine 
Reihe von Methoden beschrieben. Das zur Gewinnung gréBerer Mengen 
aktiver Substanz am besten geeignete Material ist der Stierhoden. 
Nach Morgan und Me Clean (5) wird der wasserige Rohextrakt durch 
Ansauern mit Essigsiure von einem Teil der Verunreinigungen befreit. 
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Danach wird mit Bleiacetat zunachst bei px 6,5 und dann bei px 8,5 
gefallt. Der zweite Niederschlag enthalt das aktive Prinzip. Claude 
und Duran- Reynals (6) extrahieren sofort mit 0,1 mol. Essigséure und 
fallen die aktive Substanz mittels Aceton aus. Der Niederschlag wird 
mit Wasser extrahiert und der Extrakt durch Fillung mit 40% ge- 
sittigtem Ammoniumsulfat gereinigt, wonach das aktive Prinzip aus 
dem Filtrat durch volle Sattigung mit Ammoniumsulfat erhalten wird. 

Die nach diesen beiden Reinigungsverfahren gewonnenen Praparate 
zeigen sowohl mucolytische als auch diffusionssteigernde Wirkung. Auch 
mit anderen Methoden ist eine Trennung der beiden Faktoren bisher 
nicht gegliickt. Alle Praparate, welche die Hyaluronsaure abzubauen 
vermégen, wirken auch stark permeabilitatserhéhend. Ein streng 
quantitativer Vergleich der beiden Aktivitéten ist auf Grund der 
Ungenauigkeit der Testmethode fiir diffusionssteigernde Wirkung nicht 
méglich. Seitdem es Claude (7) gelungen ist, aus der Haut ein Poly- 
saccharid zu isolieren, welches durch Blutegelextrakte abgebaut wird, 
hat die Annahme, da die permeabilitatssteigernde Wirkung mit der 
mucolytischen in direkter Beziehung steht, viel an Wahrscheinlichkeit 
gewonnen. 

In neuester Zeit wurden von verschiedenen Autoren Methoden zur 
weiteren Konzentrierung der Mucinase angegeben. Wahrend Versuche 
durch Adsorption eine Reinigung dieses Enzyms herbeizufiihren zu 
keinerlei bemerkenswerten Ergebnissen fiihrten (8), gelang es Madina- 
veitia (9), durch Kombination von Ammoniumsulfatfallungen mit dem 
ProzeB von Morgan und Mc Clean die Mucinase aus Hoden betrachtlich 
zu konzentrieren. Nach der Methode von Madinaveitia hergestellte 
Praparate sind gut léslich in Wasser, nicht dialysierbar und enthalten 
etwa 16% Stickstoff. Da tiber die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften der aktiven Substanz bisher wenig bekannt war, schien eine 
Untersuchung der Mucinase auf ihr Verhalten im elektrischen und 
Schwerefeld von Interesse zu sein. Die ersten Versuche mit einer nach 
dem Verfahren von Madinaveitia konzentrierten Mucinase zeigten aber, 
da das Praparat in bezug auf elektrophoretische Wanderung auBerst 
uneinheitlich ist. Es war deshalb erforderlich, das Enzym zunachst 
auf chemischem Wege weiter zu reinigen. Im folgenden wird 1. eine 
Methode zur weiteren Konzentrierung der Mucinase beschrieben, 
2. itber das Verhalten derselben im elektrischen Feld und in der Ultra- 
zentrifuge berichtet. 

Methodisches, 
Herstellung der aktiven Lésung. 


10 kg frischer Stierhoden wird mechanisch zerkleinert, mit Sand 
verrieben und mit dem gleichen Volumen n/10 Essigséure 4 Stunden 
extrahiert. Statt frischem Hoden wurde in spaiteren Versuchen ge- 
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trockneter Hoden als Ausgangsmaterial gewahlt. Dieser wurde fein 
pulverisiert und mit dem zehnfachen Volumen n/10 Essigsaure 4 Stunden 
geschiittelt. Eine zweite Extraktion erhéht zwar die Ausbeute an 
Aktivitat um 20%, gleichzeitig gehen aber viele unerwiinschte Ver- 
unreinigungen mit in Lésung. Es ist deshalb zweckmafiger, nur den 
ersten Extrakt zur weiteren Konzentrierung der Mucinase zu benutzen. 
Die simtlichen folgenden Operationen werden bei 4°C ausgefiihrt. 
Nach erfolgter Extraktion wird zentrifugiert und filtriert und das 
Filtrat mit Ammoniumsulfat zu 30° gesattigt. Nach einigen Stunden 
wird vom entstandenen Niederschlag abfiltriert und das Filtrat durch 
Zusatz von festem Ammoniumsulfat auf 70% Sattigung gebracht. 
Der Niederschlag wird nach einigen Stunden abfiltriert, gewaschen, in 
einem Mindestvolumen Wasser gelést und gegen flieBendes Wasser 
salzfrei dialysiert. Der wahrend der Dialyse entstandene inaktive 
Niederschlag wird durch Filtrieren entfernt. Die so gewonnene Lésung, 
welche 80% der Gesamtaktivitat und 2,7% der gesamten Trocken- 
substanz enthalt, diente als Ausgangsmaterial bei den meisten der folgen- 
den Versuche und wird im nachstehenden als ,,Lésung I* bezeichnet. 


Darstellung des Substrats. 

Die Glaskérper von 100 frischen Rinderaugen werden vorsichtig 
herausgeschnitten, so daB so wenig Pigment wie nur méglich miterfaBt 
wird, und auf der Nutsche filtriert. Das klare Filtrat wird auf 0° ab- 
gektthlt und mit dem vierfachen Volumen eiskalten Acetons gefiallt. 
Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank wird der entstandene Nieder- 
schlag abgenutscht, mit Aceton gewaschen und mit Ather getrocknet. 
Das so gewonnene weibe Pulver wird nun zweimal mit der 50fachen 
Menge molarer NaCl-Lésung im Mérser verrieben, zentrifugiert und 
filtriert. Zu den vereinigten Filtraten wird 1/,) Volumen m-Acetat- 
puffer von px 4,5 zugesetzt. Die so gewonnene Lésung halt sich wochen- 
lang im Eisschrank, ohne ihre Viscositat einzubiiBen. 


Bestimmung der Enzymaktivitat. 

Die viscosimetrische Methode wurde wegen ihrer Einfachheit und 
relativen Genauigkeit den anderen iiblichen Methoden (Bestimmung 
der Menge freigewordener reduzierender Substanz oder des gebildeten 
Acetylglucosamins) vorgezogen. In manchen Fallen wurden jedoch 
die nach dieser Methode gewonnenen Werte durch Bestimmung der 
Menge freigewordener reduzierender Substanz kontrolliert. 


a) Aktivitaétsbestimmung durch Messung der Viscositats- 
abnahme der Mucinlésung nach Zusatz der aktiven Substanz. 

Viscosimeter mit Auslaufszeiten von etwa 20 Sekunden fiir Wasser 
bei 30° wurden benutzt. Das Viskosimeter wird mit 2,5 cern Mucinlésung 
beschickt und in einen Thermostaten fiir 30° eingetaucht. Ein Probe- 
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rohrehen mit der aktiven Lésung wird ebenfalls im Thermostaten angebracht. 
Nach 20 Minuten wird die Auslaufzeit fiir die Mucinlésung bestimmt. 
Nun wird mittels einer Mikropipette 0,05 bis 0,10 cem aktive Lésung de1 
Mucinlésung zugesetzt, fiir sofortige Vermischung gesorgt und die Viscositat 
der Lésung zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Der Ausgangswert 
muB fiir die Verdiinnung, welche durch den Zusatz der aktiven Lésung 
hervorgerufen wird, korrigiert werden. Als Ma8 der Aktivitat wird die 
GréBe 1/t-v benutzt, welche der Konzentration der aktiven Substanz in 
der untersuchten Probe direkt proportional ist unter der Voraussetzung, 
da8 man in ausreichend hoher Salzkonzentration arbeitet. vist das Volumen 
der zugesetzten aktiven Lésung und t die Halbwertszeit des Viscositats- 
abfalles. Bezeichnen wir die korrigierte Auslaufszeit der Mucinlésung mit 7’ 
und die Auslaufszeit des L6sungsmittels des Mucins mit t, dann ist t = jene 
Zeit, welche nach Vermischung von Enzym und Substrat vergeht, bis die 


T +t 
Auslaufszeit der Mucinlésung auf 2 abfallt. 


b) Aktivitatsbestimmung durch Ermittelung der Menge 
in Freiheit gesetzter reduzierender Substanz. 


Zu diesem Zwecke wurde reine Hyaluronsaure als Substrat verwendet. 
Diese wurde von Professor G, Blix aus Rinderaugen dargestellt und mir 
liebenswiirdigerweise iiberlassen. 2cem einer 0,05°%igen Lésung der 
Hyaluronsiure, welche 1 Mol NaCl und 0,1 Mol Acetatpuffer von py 4,9 
enthalt, wurde mit 0,le¢cm entsprechend verdiinnter Enzymlésung ver- 
mischt. Nach 18 und nach 36 Stunden bei 30°C wurde die Menge frei- 
gewordener reduzierender Substanz nach Hagedorn und Jensen bestimmt. 
Die Menge der in Freiheit gesetzten reduzierenden Gruppen steht in keinem 
einfachen Verhaltnis zu der Enzymkonzentration. Der Zusammenhang 
zwischen der Menge der nach einer bestimmten Zeit freigewordenen redu- 
zierenden Substanz und der Enzymkonzentration mu8 daher in Form einer 
Standardkurve empirisch festgelegt werden. 


Untersuchung der Lésungen auf elektrophoretisches Verhalten. 


Samtliche Untersuchungen wurden im 7'iseliusschen Apparat (10) 
durchgefiihrt. 

In den meisten Fallen wurde die mittelgroBe Type, etwa 10 cem fassend, 
verwendet. Stand nur wenig Lésung zur Verfiigung, dann wurde der Mikro- 
apparat fiir 2cem (11) zur Anwendung gebracht. Die Versuchsdauer 
variierte zwischen 4 und 20 Stunden. Die Konzentration der untersuchten 
Lésungen betrug 0,2 bis 1.6%. Samtliche Messungen wurden in Lésungen 
von der lonenstarke 0,1 ausgefiihrt. Wahrend des Versuchs wurde die 
Wanderung der in der Lésung vorhandenen Komponenten auf optischem 
Wege beobachtet und photographiert (12). Nach dem Versuch wurde der 
Inhalt der einzelnen Zellen auf aktive Substanz gepriift und der Stickstoff- 
gehalt derselben mit Hilfe der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt. 


Ergebnis der Versuche, 
Konzentrierung der Mucinase durch Fdllung mit Kupfersulfat 
und Natriumchlorid. 


Eine weitere Reinigung von Lésung I wurde zunachst durch 
Zuhilfenahme von Adsorptionsmitteln versucht. Verschiedene Alumi- 
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niumoxyde, Fullererde, Kaolin und Frankonit wurden zur Anwendung 
gebracht. Die besten Ergebnisse wurden mit Fullererde erhalten. 
Mittels dieses Adsorbens kann ohne Verlust an Aktivitat ein bedeutender 
Teil der Verunreinigungen aus der Lésung entfernt werden. 10 cem 
Proben der Lésung I wurden mit je 3 ccm m-Essigséure und 1 g Fuller- 
erde versetzt, 10 Minuten geschiittelt und dann filtriert. Die Filtrate 
enthielten 96 bis 100% der Aktivitaét und 38 bis 47°, des urspriing- 
lichen Stickstoffs. Beim Arbeiten mit gréBeren Substanzmengen waren 
die erhaltenen Resultate weniger giinstig. Nach Behandlung von 
300 ccm Lésung I mit Fullererde enthielt das Filtrat 80°, der Aktivitat 
und 49 % des Stickstoffs, in einem anderen Versuch 74 » 4 der Aktivitat 
und 32% des Stickstoffs. 

Im Gegensatz zum Reinigungsproze} mit Fullererde gelingt die 
Konzentrierung der Mucinase durch Fallung mit Kupfersulfat in neu- 
traler Lésung auch in groBem MaBstabe. Lésung I wird zu diesem 
Zwecke mit gesdttigter Kupfersulfatlésung so lange versetzt, bis die 
Konzentration des Kupfers 0,01 Mol betragt. Vom entstandenen 
Niederschlag wird abfiltriert. 60° des Stickstoffs werden hierdurch 
entfernt, wahrend 2 bis 3°% der Aktivitat verlorengehen. Wie aus 
Tabelle I hervorgeht, kann eine ziemlich weitgehende Reinigung der 
Mucinase dadurch erreicht werden, da nach Zusatz von 0,01 Mol 
Kupfersulfat der entstandene Niederschlag abzentrifugiert und die 
Lésung mit Natriumchlorid bis zu halber Sattigung versetzt wird. Auf 
Zusatz von 1/4) des Volumens molarer Essigsiure entsteht ein volumi- 
néser Niederschlag, welcher durch Zentrifugieren entfernt wird. Die 
Zahlen der Tabelle I sind Mittelwerte dreier Versuche und gelten fiir 
500 com Ausgangslésung. 


Tabelle I. Konzentrierung der Mucinase durch Fallung mit NaCl 
und CuSQ,. 





Filtrat enthalt 


Fillung durch i °% des urspriinglichen % der urspriinglichen 
| 


Stickstoffs Aktivitit * 
NaCl (halbe Sattigung) ........ ; 57 81 
CuSO, (0,01 mol.)............ ; 39 97 
CuSO, und NaCl.............. 17 79 


* Mittelwert von auf viscosimetrischem Wege und durch Bestimmung der reduzierenden 
Gruppen erhaltenen Werten. 


Weitere Reinigung der Mucinase durch wiederholte Fraktionierung 
mit Ammoniumsulfat und Bleiacetat. 
- 
Eine weitere Reinigung des durch die kombinierte Fallung mit 
Kupfersulfat und Natriumchlorid konzentrierten Produktes kann nach 
erfolgter Dialyse zweckmaBig durch fraktionierte Fallung mit Blei- 
acetat erreicht werden. Zu diesem Zwecke wird die Lésung im Vakuum 
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so weit eingeengt, bis die Stickstoffkonzentration etwa 2 mg ccm be- 
tragt. Zu 1000 cem dieser Lésung wird nun 10 %ige Bleiacetatlésung 
allmahlich hinzugefiigt. Es entsteht ein Niederschlag, welcher bei 
Zusatz von 170 ccm Bleiacetatlésung maximal ist, um sich dann bei 
weiterem Zusatz wieder allmahlich aufzulésen. Nach Zusatz von 
170 ccm Bleiacetatlésung wird deshalb zentrifugiert. Der Niederschlag 
ist praktisch inaktiv und wird verworfen. Nun wird Bleiacetatlésung 
bis zu einer endgiiltigen Konzentration von 3,5% hinzugefiigt. Die 
Wasserstoffionenkonzentration wird durch Zusatz von Ammoniak auf 
pu 7,25 gebracht und der entstandene Niederschlag durch Zentrifu- 
gieren entfernt. Nun wird ein py von 8,50 eingestellt, der gebildete 
Niederschlag nach 1 Stunde abzentrifugiert, in n/10 Essigsdéure gelést 
und dialysiert. Die so gewonnene Lésung enthalt 70 bis 84% der 
Aktivitét und 14 bis 20% des Stickstoffs vor der Fraktionierung mit 
Bleiacetat. 


Die Lésung, welche auf diese Weise gereinigt wurde, kann nun 
einer fraktionierten Aussalzung mittels Ammoniumsulfat unterworfen 
werden. Ein px von 5,3 bis 5,5 und eine Konzentration von 2,5 bis 
3,0 mg N/cem Lésung hat sich fiir die Fraktionierung als giinstig er- 
wiesen. 65 bis 70% der Aktivitat fallt unter diesen Bedingungen 
zwischen 35 und 50 %, Sattigung, wahrend weniger als 40 % des Gesamt- 
stickstoffs dieser Fraktion zugehért. Obzwar der Verlust an Aktivitat 
bei dieser Operation bedeutend ist, ist doch das Einschalten einer 
Ammoniumsulfatfraktionierung an dieser Stelle des Reinigungsprozesses 
von Vorteil. Man kann namlich wiederum eine Fraktionierung mit Blei- 
acetat darauf folgen lassen und dadurch eine weitere Konzentrierung 
erzielen. Unmittelbar aufeinanderfolgende Fraktionierungen mit dem- 
selben Reagens fiihren zu keinem nennenswerten Erfolg. 


‘Zur zweiten Fraktionierung mit Bleiacetat wird der durch Fallung 
mit 50% gesattigtem Ammoniumsulfat gewonnene Niederschlag in 
Wasser gelést, dialysiert und in Anwesenheit von 3,5° Bleiacetat zu- 
erst auf px 7,25 und nach Abfiltrieren des entstandenen Niederschlags 
auf pu 8,00 gebracht. Der zweite Niederschlag enthalt praktisch 
die gesamte Aktivitét, wahrend 50% der Trockensubstanz entfernt 
wird. SchlieBlich wird nochmals mit Ammoniumsulfat bei px 5,5 ge- 
fallt. Bei 35 % Sattigung entsteht kein Niederschlag, bei 50 % Sattigung 
aber fallt 85% der Aktivitaét und 65% der Trockensubstanz. Die auf 
diese Weise erhaltenen Praparate werden im folgenden als ,,Lésung IT‘ 
bezeichnet. Sie enthalten etwa 30 % der Aktivitat und 0,010 bis 0,015 % 
der Trockensubstanz des Ausgangsmaterials, entsprechend einer 2000- 
bis 3000fachen Konzentrierung. Tabelle IT enthilt eine Zusammen- 


stellung des Reinigungsgrades von verschieden hergestellten Praparaten. 
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Tabelle Il. Spezifische Aktivitat verschieden gereinigter 
Mucinasepriaparate. 





Relative Aktivitat 
per g Trockensubstanz 
(Aktivitét von lg 
Trockenhoden = 1) 


Reinigungsmethode 


Nach Duran- Reynals (Fallung mit Aceton und fraktionierte 


Fallung mit Ammoniumsulfat) ...................... 20 
Nach Madinaveitia ........ ae ete rae ever yey eh nro 220 * 
WANIR Me ig eS ah oS osu n% Baia wie Die Ben i kiars le OS pepe erties 30 
Faéllung von Lésung I mit CuSO, und NaCl.......... 140 
Wie oben, auBerdem mit Bleiacetat fraktioniert ....... 620 
CSS | DE SS Sea Dy Maid rn areshey OOP en ty niente eee cat ere 2500 


* Dieser Wert wurde aus Madinaveitias Angaben (Biochem. J. 35, 448, 1941) errechnet. 


Elektrophoretisches Verhalten der Mucinase. 


Zunaichst wurde ein Praparat, welches durch Fallung mit Aceton 
und darauffolgende Fraktionierung mit Ammoniumsulfat gereinigt 
wurde, im Elektrophoreseapparat bei verschiedenen py-Werten unter- 
sucht. Das Ergebnis dieser Versuche ist in der Tabelle IIT zusammen- 
gefaBt. Die Konzentration der untersuchten Lésung betrug 1,0 %. 
Von den fiinf Zellen des Elektrophoreseapparats wurden die drei unteren 
mit der aktiven Lésung, die oberen zwei mit Puffer gefiillt. Nach 
einigen Stunden Stromdurchgang wurde der Inhalt der Zellen auf 
Gehalt an Stickstoff und Aktivitaét gepriift. Aus der Zunahme bzw. 
Abnahme der Aktivitat auf den beiden Seiten kann die Beweglichkeit 
der aktiven Substanz mit Hilfe der Formel 


w-% 


U - 
(Akt.) = F240 


berechnet werden, worin x — Mittelwert von Aktivitatszuwachs an 
der einen Seite und Aktivitétsabnahme an der anderen Seite, x — Leit- 
fahigkeit der Lésung, i = Stromstarke, tf = Versuchsdauer in Sekunden 
und ¢ = Aktivitat von 1cem Ausgangslésung bedeuten. In analoger 


Tabelle TIT. 
Elektrophorese eines nach Duran-Reynals gereinigten 
Praparats in Acetat- bzw. Phosphatpuffer, [onenstarke 0,10. 





Pu Ucart.)* 10° * Uiyy © 10° “optischy) © 10° 

4,3 + 1,5 L. 3,1 2,2 + 3,8** . 5.4 
4,9 L 0,9 1.8 

5,2 + 0,6 0,6 23 +41,5 8 
5,7 0,0 +11 1.9 
6,2 — 2,6 2,2 4.l 


q * Die Enzymaktivitét wurde bei allen Elektrophoreseversuchen auf viscosimetrischem Wege 
bestimmt. —- ** Dominierende Komponente. 
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Weise errechnet sich uy). Mit Hilfe der optischen Anordnung kann die 
Beweglichkeit der optisch sichtbaren Komponenten bestimmt werden. 
Hier gilt die Formel woptisen) = U/t-F, worin l die von der Kom- 
ponente zuriickgelegte Strecke und F das Potentialgefille sind. 

Wie wir aus Tabelle III ersehen, wandert die aktive Substanz 
bei px < 5,7 kathodisch. Die dominierende Komponente der Mischung 
weist dagegen mehr saure Eigenschaften auf. Wie aus Abb. 1 zu er- 
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é Abb. 1A. Abb. 1B. 


Abb. 1. Elektrophorese von Mueinase, gereinigt nach Duran-Reynals. KiweiBkonzentration 
1,0°, Potentialgefiille 5,3 Volt/em, Spaltwinkel 48°. 
A: Bei Py 5,18, nach 1,1, 2,3, 4,2 und 6,2 Stunden. 
B: Bei Pq 6,18, nach 1,2, 2,9 und 4,8 Stunden. 


kennen ist, wandert diese Komponente noch bei px 5,2 anodisch, und 
aus den Zahlen der Tabelle III geht hervor, da der isoelektrische 
Punkt dieser Substanz unter py 4,9 liegen muB. Samtliche optisch 
verfolgbaren Komponenten wandern bei allen untersuchten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen mit Geschwindigkeiten, welche von jener der 
aktiven Substanz verschieden sind. Es muB daher angenommen werden, 
daB diese Komponenten Verunreinigungen der Mucinase darstellen, 
wahrend die aktive Substanz nur in kleinen Mengen im vorliegenden 
Gemisch vorhanden sein kann. 
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Da bei einem py von etwa 5 ein betrachtlicher Anteil der Gesamt- 

substanz in einer der Aktivitaét entgegengesetzten Richtung wandert, 

kann dieser Teil der Verunreinigungen auf elektrophoretischem Wege 

einfach aus dem Gemisch entfernt werden. Eine Konzentrierung des 

Enzyms auf diese Weise hat sich aber als weniger wirksam erwiesen, 
als die oben beschriebene Reinigung auf chemischem Wege. 
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Abb. 2A. Abb. 2B. 


Abb. 2. Elektrophorese von Mucinase bei py 5,20. 
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: Priparat gereinigt durch Fillung mit Ammoniumsulfat und durch Adsorption mittels 
Fullererde. Eiwei®Bkonzentration 0,7 °,, Potentialgefille 7,6 Volt/em, Spaltwinkel 48°. Aut- 
nahmen nach 2,0 und 4,5 Stunden. 

Priiparat auGerdem gereinigt durch Fraktionierung mit Bleiacetat. Eiwei®konzentration 
0.85%, Potentialgefille 8,7 Volt/em, Spaltwinkel 48°. Aufnahmen nach 1,9, 4,1 und 
6,2 Stunden. 


— 
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Vergleichen wir nun die Diagramme der Abb. 2 mit dem Diagramm A 
der Abb. 1. Die bei px 5,2 anodisch wandernde Verunreinigung dominiert 
immer noch in beiden Praparaten, wahrend die relative Menge der bei 
diesem py kathodisch wandernden Komponenten nach Adsorption 
mittels Fullererde abgenommen hat. Keine mit der Aktivitat gleich 
rasch wandernde Komponente kann optisch wahrgenommen werden. 
Auch nach der Fallung mit Bleiacetat ist das Bild im wesentlichen 
unverandert. 


Wenden wir uns nun der Elektrophorese von Lésung [I (2000mal 
konzentriert) zu. Die Diagramme in Abb. 3 deuten auf starke Un- 
Lomogenitit hin. Trotz bedeutender Konzentrierung enthalt also die 
Lésung immer noch eine Reihe von Komponenten. Die relative Kon- 
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zentration der in den friiheren Praparaten stark tiberwiegenden sauren 
Komponente mit v= — 2,3- 10-5 bei px 5,2 ist nunmehr stark ver- 
ringert. Durch nochmalige Fraktionierung der Lésung II mit Blei- 
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| Abb. 3A. Abb. 3 B. 

i Abb. 3. Elektrophorese von Losung Il (2000mal konzentriert). Konzentration 0,45 °,. Poten- 
i tialgefiille 6,9 Volt/em, Spaltwinkel 75°. 

i A: Bei Py 5,15 nach 2,3, 4,3, 6,3 und 12,4 Stunden. 

: B: Bei Py 4.78 nach 3,5, 4,8 und 7,0 Stunden 
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Abb. 4. Elektrophorese eines aus Lésung IT durch nochmaliges Fallen mit Bleiacetat gewonnenen 
Priparats bei py 5,15. Konzentration 1,6%, Potentialgefille 6,0 Volt/em, Spaltwinkel 80°, 
Aufnahmen nach 3,2, 5,7, 7,0 und 8,6 Stunden. 





acetat konnte diese Komponente fast vollstandig entfernt werden 
(s. Abb. 4). _Immer noch wandert bei px 5,2 ein GroBteil der Substanz 
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zur Anode, bestehend aus sehr langsam wandernden und auBerst un- 
homogenen Komponenten. Auf der Kathodenseite ist sowohl im 
Diagramm A der Abb. 3, als auch im Diagramm der Abb. 4 eine Kom- 
ponente, welche mit w +-0,9- 10-5 qem/Volt - Sekunden wandert, 





optisch zu erkennen. Die Aktivi- 
tit wandert bei diesem py mit 
uw = +1,2-10-5qem/Volt - Sekunden. 

Um den isoelektrischen Punkt der 
aktiven Komponente zu ermitteln, 
wurde Lésung II bei verschiedenen 











pu-Werten und konstanter lonen- “We 5) 52 5% 56 58 G0 be 
stirke der Elektrophorese unter- ap 

worfen. Wie aus Abb. 5 zu ersehen Abb. 5. Beweglichkeit der Mucinase 
“ . , eae bei verschiedener Wasserstoffionen- 
ist, liegt dieser bei etwa PH 2,4. konzentration. (lonenstirke O.1.) 


Konzentricevung der Mucinase auf elektrophoretischem Wege. 


Aus dem elektrophoretischen Verhalten der Lésung LI erschlieBt 
sich die Moéglichkeit, die Elektrophorese zur weiteren Konzentrierung 
der Mucinase zu benutzen. Da bei py 5,15 ein Teil der Verunreinigungen 
anodisch, ein anderer Teil zwar kathodisch, aber langsamer als die 
Aktivitat wandert, kann durch 


Anwendung des Kompensations- —— a 
verfahrens (10) ein betrachtlicher 

Teil der noch vorhandenen Ver- = . 
unreinigungen entfernt werden. 

Die Kompensationsanordnung wird 

so eingestellt, daB sich die Fliissig- 

keitssaule in den Zellen mit einer 

der Wanderung der Aktivitat ent- 





sprechenden Geschwindigkeit ge- j_——_— 
gen die Anode verschiebt. Da- 
durch wird erreicht, daB die aktive —_-_ ——— a ee 


Substanz in den urspriinglichen Abb. 6. Elektrophorese von elektrophoretisch 
Ce re . om . Ton gereinigter Mucinase (10000fach konzentriert) 
Zellen stehen bleibt, wahrend Ver- hei Dy 515. Tonenstirke 0,10. Riweifkonzen. 
unreinigungen aus dem Gemisch _ tration 0.35%, Potentialgefiille 7,0 Volt em, 
x Spaltwinkel 80°. Aufnahmen nach 3.0 und 
nach der Anode hin herauswan- 9.0 Stunden. 
dern. Durch 18stiindige Elektro- 
phorese bei einem Potentialgefalle von 6,8 Volt/em in Acetat puffer 
von px 5,15 konnte die aktive Komponente der Lésung II 5,2mal 
konzentriert werden. In einem anderen Versuch konnte nach 21 Stunden 
eine 5,5fache Reinigung erzielt werden. Allerdings betrigt die Ausbeute 
an gereinigter aktiver Substanz bei diesem Verfahren nur 65°,. Wiirden 
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groBere Substanzmengen zur Verfiigung stehen, dann kénnten viel 
bessere Ergebnisse durch Anwendung des gréBeren, praparativen 
Elektrophoreseapparats (13) erreicht werden. 

Das auf elektrophoretischem Wege gereinigte Praparat ist in bezug 
auf das Ausgangsmaterial 10000mal konzentriert. Aus Abb. 6 ist das 
elektrophoretische Verhalten eines solchen Praparats zu ersehen. Auf 
Zusatz von 10-7 g¢ aktiver Substanz zu 3ccm einer 0,5 °% igen Lésung 
von reiner Hyaluronsdure in 0,2 mol. NaCl fallt die Viscositaét der 
letzteren bei 37° innerhalb 10 Minuten auf den halben Wert und 
nach 20 Stunden konnte das Auftreten von reduzierender Substanz 
nachgewiesen werden. Unter gleichen Bedingungen wird die Viscositat 
einer 0,5 %igen Lésung von Chondroitin-Schwefelséure! durch 10-5 g 
des gereinigten Enzympraparats binnen 10 Minuten auf den halben 
Wert herabgesetzt: Nach 20 Stunden konnten auch in diesem Falle 
reduzierende Substanzen nachgewiesen werden. Der quantitative Zu- 
sammenhang zwischen Viscositatsabfall und Auftreten von redu- 
zierender Substanz bei Verwendung verschiedener Substrate und ver- 
schieden gereinigter Enzympriaparate wird weiter untersucht. 


Messung der diffusionssteigernden Wirkung der gereinigten Mucinase. 

Um die diffusionssteigernde Wirkung der gereinigten Mucinase mit 
jener von Lésung I zu vergleichen, wurden 20 Kaninchen mit ver- 
schieden verdiinnten Proben der beiden Praparate und gleichzeitig mit 
chinesischer Tusche am Riicken intracutan injiziert. Die Versuche 
wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Die Lésung der gereinigten 
Mucinase wurde mit isotonischer Kochsalzlésung so verdiinnt, daB die 
mucolytische Aktivitat pro ccm der verdiinnten Lésung (viscosimetrisch 
gemessen) mit jener von Lésung I iibereinstimmte. Dann wurden 
von beiden Lésungen 100-, 1000- und 10000fache Verdiinnungen her- 
gestellt. Je 2 cem dieser Lésungen wurden mit 2 cem Tusche vermischt 
und eine Kontrollésung, bestehend aus 2 cem Kochsalzlésung und 2 ccm 
Tusche, wurde ebenfalls hergestellt. Nun wurde ein jedes Kaninchen 
auf der einen Seite mit je 0.2 cem der Kontrollésung und der drei ver- 
schiedenen Verdiinnungen von Lésung [ intracutan injiziert, wahrend 
auf der anderen Seite in ganz analoger Weise die Kontrollésung und 
die Verdiinnungen der gereinigten Mucinase injiziert wurden. Nach 
15 Minuten wurde das gefarbte Areal der Haut ausgemessen und dessen 
Fliche berechnet. Auf diese Weise wird ein Vergleich der diffusions- 
steigernden Wirkung von roher und gereinigter Enzymlésung gleicher 
mucolytischer Aktivitat erméglicht. Das Verhaltnis der gefarbten 


1 Die Chondroitin-Schwefelsaiure wurde von Prof. G. Blix dargestellt 
und mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 
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Hautflachen, welche durch Injektion entsprechend verdiinnter ge- 
reinigter Mucinase und Lésung I hervorgerufen wurden, variierte bei 
den ‘verschiedenen Versuchen zwischen 0.6 und 1,4. Der Mittelwert 
betrug 0,96. Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden, dab auch 
nach LOOOOfacher Reinigung desjenigen finzyms, welches die Viscositat 
von Mucinlésungen herabsetzt, die permeabilitatssteigernde Wirkung 
des Rohenzyms oder jedenfalls ein Grobteil derselben erhalten 
bleibt. 


Untersuchung der Mucinase in der Ultrazentrifuge. 


Das auf die oben beschriebene Weise elektrophoretisch gereinigte 
Praparat wurde auf das Verhalten in der Ultrazentrifuge gepriift. Wie 
aus Abb. 7 zu erkennen ist, ist die Sedimentation der Teilehen unhomo- 
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Abb. 7. Sedimentationsdiagramm der Mucinase (L0000 mal Konzentriert) in 0,2°,iger Losung 
Zentrifugalfeld 260000 mal Schwerkraft. (7 Skalenstrichverschiebung, 6 Skalenabstand.) 


gen. Die auf optischem Wege bestimmte mittlere Sedimentations- 
konstante 899 betrigt 4,60. Um die Sedimentationsgeschwindigkeit der 
aktiven Substanz zu bestimmen und diese mit dem optisch gewonnenen 
Wert vergleichen zu kénnen, wurde in einigen Versuchen die sogenannte 
Separationszelle benutzt. Diese wird durch eine perforierte Platte, 
welche mit einem Stiickchen gehartetem Filtrierpapier bedeckt ist, in 
zwei Kammern geteilt. Die Aktivitat des Inhalts der beiden Kammern 
wird nach erfolgtem Zentrifugieren bestimmt. Aus der Abnahme der 
Aktivitat in der oberen (bzw. Zunahme in der unteren) Kammer kann 
die Sedimentationskonstante der aktiven Substanz ermittelt werden. 
Diese ergab sich in drei Versuchen zu sy9 — 4,17, 4,38 bzw. 4.32 (Mittel- 
wert — 4,29). 


Zusammenfassung, 

Eine Methode zur 2000- bis 83000fachen Konzentrierung der Hoden- 
mucinase wurde beschrieben. 

Das Verhalten verschieden gereinigter Praparate im Elektro- 
phoreseapparat von Tiselius wurde untersucht. 

Das 2000fach konzentrierte Praparat ist in bezug auf elektro- 
phoretische Wanderung immer noch sehr uneinheitlich. Der isoelek 
trische Punkt der aktiven Substanz liegt bei px 5,7. 
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Eine weitere fiinffache Konzentrierung der Mucinase kann im 
Elektrophoreseapparat erfolgen. Die so gewonnene Substanz ist in 
Mengen von 10-7g stark mucolytisch wirksam. ! 

Gleich stark mucolytisch wirkende Lésungen von rohem und von 
dem gereinigten Enzym zeigen ungefahr die gleiche diffusionssteigernde 
Wirkung. 

Das 10000fach konzentrierte Enzympraparat zeigt in der Ultra- 
zentrifuge keine homogene Sedimentation. Die optisch gemessene 
mittlere Sedimentationskonstante betragt 8.9 =4,6, wahrend die 
aktive Substanz mit sy) = 4,3 sedimentiert. 


Ich danke Herrn Professor The Svedberg fiir alle Freundlichkeit wahrend 
meiner Arbeit an seinem Institut. 

Herrn Professor Arne Tiselius und Herrn Professor John Runnstrém 
bin ich fiir ihre lHebenswiirdige Unterstiitzung, sowie fiir wertvolle Rat- 
schlage zu groBer Dankbarkeit verpflichtet. 


* Diese Arbeit wurde von ,,Lars Hiertas Minne‘S und von ,,Knut och 
Alice Wallenbergs Stiftelse‘‘ finanziell unterstiitzt. 
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Das Dunkeln der Kartoffeln. 
"7 se Y . . 
Ziichtung und Verarbeitung nichtdunkelnder 
¥ : 
Kartotfeln. 
(Gemeinschaftsarbeit von Hans SchmalfuB, Institut fiir landwirtschaftliche 
Gewerbeforschung und Vorratspflege, Reichsuniversitat Posen, Gerhard 
Stelzner, Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Ziichtungsforschung, Miincheberg, und 
Waldemar Kréner, Forsechungsinstitut fiir Starkefabrikation, Berlin.) 
IX. Mitteilung (1): 
Fine Farbvorstufe der Kartoffel. 
Von 
Hans Schmalfu8 und Herta Bumbacher (2). 
(Eingegangen am 15. Februar 1943.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Um das Dunkeln verletzter Kartoffeln zu verstehen und_nicht- 
dunkelnde Kartoffeln ziichten zu kénnen, ist es wichtig, die Hauptfarb- 
vorstufe zu kennen. Im Schrifttum fanden wir nur sich widersprechende 
Ansichten ohne Beweiskraft. Als erster untersuchte J. Reinke (3) 1882 
Kartoffeln auf Farbvorstufe. Er vermutete als sauerstoffempfindliche 
Farbvorstufe einen Brenzcatechinabkémmling, konnte das aber nicht 
beweisen. LH. Schulze (4) stellte mit seinen Mitarbeitern Tyrosin in der 
Kartoffel fest (5). Sie gewannen es jedoch in so geringer Menge, dal 
sie es nur durch zwei Farbumsetzungen, nach Millon (6) und nach 
Piria (7), nachweisen konnten. Spater erhielten sie durch Dialyse (4b) 
eine gréBere Menge, die sie durch Stickstoffbestimmung und Drehung 
kennzeichneten. Da sie aber bei diesem Versuch keine Vorkehrungen 


gegen die Fermente der Kartoffel oder gegen Kleinwesen trafen, konnte 
das Tyrosin dem EiweiB der Kartoffel oder dem der Kleinwesen ent- 


stammen. Fiir die Farbvorstufe beweisen diese Versuche nichts. 

KartoffelpreBsaft macht nach J. Wolff(8) aus Jodid Jod_ frei 
und nach .W. Onslow (9) bliut der PreBsaft ohne Wasserstoffsuperoxyd 
Guajak (10). Als Ursache dafiir sah man ein Chinon an, das im Prebsaft 
aus einem Brenzcatechin durch eine Oxydase entstanden sein sollte. 
Den Brenzcatechinabkémmling wies Onslow durch eine Farbumsetzung 
nach: Eisen (3)-chlorid griinte, Soda rétete den Saft. Umsonst versuchte 
Onslow den Brenzcatechinabkémmling abzuscheiden. Auf 8.4 sieht 
Onslow Tyrosin als zweite Farbvorstufe der Kartoffel an. Der Beweis 
fehlt hier ebenfalls. 

Auch H. Haehn (11) vermutete Tyrosin, hat aber nicht versucht, 
die Farbvorstufe abzuscheiden. 


Biochemische Zeitschrift Band 315. 
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Nach Farbumsetzungen und Bleifaillungen vermutete v. Szent- 
Gyérgyi (12) ein Brenzcatechin nicht als Farbvorstufe, aber als Hilfstoff 
fiir das Dunkeln der Kartoffel. Auch er bemiihte sich vergeblich, es 
abzuscheiden (13). Als eigentliche Farbvorstufe betrachtete er einen 
noch unbekannten Stoff, den er ,,Tyrin‘‘ nannte. Dieser Name soll 
an Tyrosin erinnern, dem das ,,Tyrin* ahneln sollte, ohne jedoch Millons 
Lésung zu réten. Das ,,Tyrin‘ sollte durch das Chinon aus dem Brenz- 
catechin in ,,Oxytyrin“ verwandelt werden. B. Platt und A. Wormall (14) 
haben diese Behauptung widerlegt. Sie zeigten, daB es keinen einheit- 
lichen Stoff ,,Tyrin“ gibt. Ein Gemisch von Aminosauren aus Glycin, 
Alanin, Glutaminsaure besaB alle Eigenschaften des ,,Tyrins“. 

Die Riickschau auf das Schrifttum ergibt: Vermutet hat man 
Tyrosin oder ein Brenzeatechin. Das abgeschiedene Tyrosin kann aber 
aus Kiweif durch.Abbau wahrend des Versuchs entstanden sein. Der 
Brenzeatechinabkémmling ist weder abgeschieden noch auf Farb- 
vorstufeneigenschaften gepriift worden. Es kénnte also etwa ein Gerb- 
stoff (15) sein, der nicht als Farbvorstufe wirkt. Oder der Brenzcatechin- 
abké6mmling kénnte erst wahrend der Untersuchung aus einem Mono- 
phenol durch Kartoffeloxydase entstanden sein. Die Farbvorstufe der 
Kartoffel ist also unbekannt. 


Uberlegungen, 

Kartoffelsorte. Als geeignete Kartoffelsorte waihlten wir die stark 
und einheitlich itiber Rot dunkelnde Sorte ,,Voran‘‘. Die Knollen waren 
ein halbes Jahr alt und hatten im Kiihlhaus bei 5° C gelagert bis zum 
20. Februar 1941. Zum Vergleich untersuchten wir noch iiber Braun 
dunkelnde und tiber Rot dunkelnde Knollen der uneinheitlich dunkelnden 
Sorte ,,Flava‘. 

. Abscheiden der Farbvorstufe. Damit die Starke nicht quelle und 
so das Abtrennen der Farbvorstufe erschwere, arbeiteten wir kalt. 
Wir schalteten die Fermente der Kartoffel und Kleinwesen sofort durch 
Holzgeist! aus. Sonst hatte Tyrosin aus EiweiB abgespalten werden 
oder aus einem Monophenol hitte ein Dioxybenzolstoff (16) entstehen 
und Farbvorstufe vortéuschen kénnen. Den geringen natiirlichen 
Sauerkeitsgrad der Kartoffel, py 5 bis 6, behielten wir bei. So wurde 
kein EKiweiB abgebaut (17) und kommte keine Farbvorstufe durch Dunkeln 
verschwinden, wie dies manche Dioxybenzolstoffe in basischer Lésung 
tun (18). Wir fallten das Eiweif mit Bleiacetat. Der EiweiBniederschlag 
hiillte den Rest der Starke ein. Beide lieBen sich gemeinsam vollstandig 
abschleudern. 


1 Im Vergleich zu Kaliumeyanid, schwefliger Saéure und Weingeist 
erwies sich Holzgeist als am giinstigsten. 
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Vorversuche, 
Lésungsmittel. 

1. Ather. Stickstofffreie Farbvorstufe hitte sich mit Ather aus 
dem schwach sauren Kartoffelreibsel véllig ausziehen lassen miissen. 
Aber selbst 2Umal mit Ather ausgeschiitteltes Reibsel einer ,,Voran*- 
Knolle dunkelte unvermindert nach Braunschwarz. Eisen (3)-chlorid 
farbte den Atherriickstand nicht. Die Hauptfarbvorstufe! war demnach 
atherunléslich und vermutlich stickstoffhaltig. 

2. Holzgeist. Reibsel von 8 ,,Voran‘*-Knollen, mit 400 ecm Holz- 
geist 3 Stunden lang geschiittelt, ergab einen weiben Riickstand und 
ein gelbes Filtricht. Eine Probe Reibsel wurde grau?, nachdem der 
Holzgeist abgedunstet und das Reibsel mit Wasser angefeuchtet war. 
WeiterschiittelIn mit 200cem und dann mit LOO cem Holzgeist er- 
schépfte das Reibsel. Wasserfeucht blieb es nun wei}. Der Holzgeist 
hatte also die Hauptfarbvorstufe vollstandig ausgezogen. Der Auszug 
hinterlieS nach dem Abdampfen des Holzgeistes einen wasserigen, 
hellgelben Riickstand, der nicht von selbst dunkelte. Aber mit !/, Raum- 
teil Reibsel versetzt, wurde der Riickstand binnen 1 Tage braun- 
schwarz. Wasser vergleichsweise ebenso behandelt wurde nur gelbbraun. 


Das Entfernen von Eiweif und Starke. 

Filter und nachfolgende Feinfilter arbeiteten zu langsam. Deshalb 
fallten wir das EiweiB durch Bleiacetat und schleuderten den Nieder- 
schlag ab. Beim Fallen Essigsaéure (19) zuzusetzen, erwies sich als 
iiberfliissig. Der Saft war sauer genug. Die abgeschleuderte Lésung 
war frei von EiweiB und Starke. Denn Trichloressigsaure fallte nichts. 
Jod blaute nicht. Durch sorgfaltige Versuche stellten wir fest, wieviel 
Bleiacetat gerade das ganze Eiweif} faillte und wieviel Bleiacetat und 
Ammoniak dann gerade die ganze Farbvorstufe niederschlugen. 


Hauptversuche, 
Das Abscheiden der Farbvorstufe. 


Wir schalten die ,,Voran‘‘-Knollen mit einem Hornmesser (20), 
splilten sie kurz ab, trockneten sie, rieben sie auf einer Glasreibe (20) 
und brachten das Reibsel, ehe es dunkelte, unter Holzgeist. 2 kg Reibsel 
erforderten 2.5 Liter Holzgeist. Nach l6stiindigem Schiitteln lieben 
wir absitzen, filterten und erschépften den Riickstand weiter mit 1 Liter 


1 Aus einer sehr groBen Menge Reibsel hatte vielleicht doch etwas 
Nebentarbvorstufe ausaétherbar sein kénnen. Das wire uns im Kleinversuch 
entgangen. 2 An Ferment fehlt es nicht. Zwar wird es durch Holz- 
geist gefallt, aber nicht unwirksam, wie man weib. 
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Holzgeist. Das gelbe, starketriibe! Filtricht (Filtrat) enteiweiBten wir 
durch 250 cem 20 °Giges Bleiacetat und Abschleudern. Der Niederschlag 1 
war gelbflockig. Wir verwarfen ihn. Dann brachten wir das klargelbe 
Filtricht durch 14 cem 25 %iges Ammoniak auf py 7 bis 8. Es fiel der 
gelbe Niederschlag 2. [hn schleuderten wir ab, riihrten ihn mit 50 cem 
Wasser an, schleuderten ihn wieder ab und befreiten ihn so von méglichen 
Verunreinigungen und tiberschiissigem Bleiacetat. Zu seinem Filtricht 
fiigten wir 300 com 20 %iges Bleiacetat und 75 cem 25 %iges Ammoniak 
hinzu. Bis py 10 fiel nun der weibflockige Niederschlag 3. 

Den Niederschlag 2 schiittelten wir mit 1 Liter, den Niederschlag 3 
mit 2 Litern Wasser 1 Stunde lang, damit sie sich fein verteilten. Dann 
versetzten wir sie mit Schwefelwasserstoff. Die klaren Filtrichte triibten 
sich bald durch Schwefel?. Unter vermindertem Druck trieben wir das 
Wasser bei 15 bis 20° bis auf 20cem ab. Im Abtrieb lieBen sich keine 
Phenole durch Eisen (3)-chlorid nachweisen. Aus der gelblichen Ein- 
dampflésung schieden sich biischelige Nadeln ab. Wir lésten sie aus 
Wasser mit Tierkohle um. Die Mutterlaugen entfarbten sich nicht 
durch Tierkohle. Sie blieben gelb und rochen unangenehm. Wir iiber- 
zeugten uns, da® sie eiweiBfrei waren: Trichloressigsiure oder Sulfo- 
salicylsiure fallten nichts. Die Mutterlaugen sind noch nicht durch- 
untersucht. 

Das Kennzeichnen der Farbvorstufe. 

Die wasserige Lésung der Nadeln lief Mehlwurmpriifstreifen (21) 
dunkeln. Danach sind die Nadeln die gesuchte Farbvorstufe. Schon 
die Atherunléslichkeit wies auf eine Stickstoffverbindung. Die Blauung 
durch Ninhydrin (22) bestatigte das. Und die Rétung mit p-Nitro- 
benzoylchlorid nach Waser und Brauchli (23) lieB auf eine «-Amino- 
siure schlieBen, die Rétung nach Millon (6) auf ein Phenol. Durch 
Eisen (3)-chlorid (24) entstand kein Griin. Es lag also kein Dioxy- 
benzolstoff vor. Kristallform und Léslichkeit wiesen auf Tyrosin. Eine 
Verdiinnungsreihe der Farbvorstufe lie Mehlwurmpriifstreifen nach 
Art und Ma wie |-Tyrosin dunkeln (s. Abb. 1). Die Nadeln ergaben, 
neben |-Tyrosin erhitzt, denselben Zersetzungspunkt 308 bis 309°, bei 
schnellem Erhitzen. 

Verbrennung*. 
C—H: 4,091 mg Farbvorstufe ergaben 8,955mg CO,; 2,209mg H,O; 
gef. C = 59,70%: ber. C = 59,66% fiir C,H,,0,N: 
gef. H 6,04% ; ber. H 6,12%. 


1 Die Starke wiesen wir durch Jod nach. — 2 Ebenso verhielten sich 
Proben, die wir durch Erhitzen oder unter vermindertem Druck durch 
Kohlendioxyd vom Schwefelwasserstoff zu befreien suchten. — * Wir 
danken Herrn A. Geyer, Miinchen, Chemisches Laboratorium des Staates, 
fiir die Verbrennungen. 
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N: 4,340 mg Farbvorstufe ergaben 0,306 cem N, (22°, 714 mm); 
gef. N 7,67%; ber. N 7,73% fiir C,H,,O,N. 
Die Drehung betrug fiir die Farbvorstufe und fiir 1-Tyrosin 
‘a 120 


L%Jp 12° (in 4° iger Salzsaure; ¢ 1). 


Verdiinnungsreihe des Tyrosins. 
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Verdiinnungsreihe der Kartoffel-Farbvorstufe. 
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Abb. 1. 


Optisches Verhalten. 

Herr Dr. J. Lietz, Mineralogisches Institut, Hamburg, hatte die dankens- 

werte Freundlichkeit, die Kristalle des 1-Tvrosins und der Farbvorstufe 

mit Frl. H. Bumbacher gemeinsam zu untersuchen. Das Ergebnis war fiir 
beide Stoffe dasselbe. Es lautete: 


..Kristallsystem und optisches Verhalten des l-Tyrosins (2). 


Die Nadeln sind monoklin. Mit einem Reflexionsgoniometer bestimmte 
ich die Flachenwinkel: 














—— 
001 gegen 101: 65° 20’  \ FF wy * 
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101 ; hol: 55° 50’ 
: -- 
hol » O01: 58° 50’ Avi wa 


Abb. 2. 


Die Messung war schwierig, da wegen der Feinheit der Nadeln (durch Um- 
kristallisieren lieBen sich keine gréberen Kristalle gewinnen) starke Beugungs- 
bilder auftraten; die Ablesungen waren daher nur auf volle Grade genau. 

Ich maB mehrere Nadeln durch (mit Griinfilter). Die abgelesenen 
Werte trug ich jeweils in ein Wulffsches Netz auf Pergamentpapier ein und 
bestimmte so, welche Winkel einander zuzuordnen waren. Die angegebenen 
Winkel sind Mittelwerte. 
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Die optischen Eigenschaften wurden, soweit méglich, unter dem 
Mikroskop bestimmt. Hierbei zeigte sich, daB von den meist sechs Flachen 
parallel zur Nadelachse ein Flichenpaar wesentlich breiter und glainzender 
als die tibrigen ausgebildet war. 

Ausléschung gerade in der Zone der Nadelachse. Austritt der ersten 
Mittellinie auf einer der schmalen, rauhen Flachen. Optischer Charakter 
negativ. 2» etwa 31°. Damit ergibt sich folgende optische Orientierung: 


Nadelachse b n3; Achsenebene | zur Nadelachse. 


n, tritt auf der blanken Flache (001) aus. Die Winkel n, A ¢ und n, A a 
lieBen sich nicht messen. 

Die Brechungszahlen wurden durch Einbetten bestimmt. 
ny 1,671 | . 
Ne? SY ee, et 


~I 


Schwacher Pleochroismus: m3; und n, farblos, m@ hellbraéunlich.* 


Die O—N-Dibenzoylverbindung aus der Farbvorstufe (25) und aus 
1-Tyrosin ergaben denselben Zersetzungspunkt 215,5°, auch im Gemisch. 
Die Verbrennung! der O—N-Dibenzoylverbindung aus der Farbvorstufe 
ergab: ; 

C—H: 3,555mg O—N-Dibenzoylverbindung der Farbvorstufe ergaben 
9,237 mg CO,; 1,583 mg H,O; 
gef. C = 70,8694; ber. C = 70,93% fiir C,,H,,O;N; 
gef. H = 4,989; ber. H = 4,92% fiir C,,H,,O;N. 
N: 3,731 mg O—N-Dibenzoylverbindung der Farbvorstufe ergaben 
0,127 ccm Ny, (23°, 714mm); 
gef. N = 3,69%; ber. N = 3,60% fiir C,,H,,O;N. 





Auch ein Schnellversuch, der vom Beginn bis zur Kennzeichnung 
der Farbvorstufe mn 5 Stunden dauerte, ergab Tyrosin. Wir kenn- 
zeichneten es durch Kristallmessung und durch Farbung mit Millons 
Lésung. 

Danach ist die Hauptfarbvorstufe der Kartoffel freies 1-Tyrosin. 
In der Sorte ,,Flava‘ fanden wir ebenfalls 1-Tyrosin. 


Ausblick, 
Unsere weiteren Untersuchungen sollen ergeben: 
1. Wieviel 1-Tyrosin die einzelnen Reichssorten der Kartoffel durch- 
schnittlich enthalten. 
2. Warum manche Sorten tiber Rot, manche iiber Braun dunkeln. 
3. Ob neben |-Tyrosin noch eine andere Farbvorstufe in Kartoffeln 
vorkommt. 
Zusammenfassung, 
Freies |-Tyrosin ist eine Farbvorstufe der Kartoffel. 
Unser Dank gebiihrt der ,,Wirtschaftlichen Vereinigung deutscher 
Starke-Industrien** und der ,,Hauptvereinigung der deutschen Kartoffel- 
wirtschaft*’, die uns groBziigig untersttitzten. 


1 Vgl. FuBnote 8 8S. 100. 
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Uber die Bedeutung des Glykosefermentierungs- 
vermégens der hiimolytischen Streptokokken 
in der Differentialdiagnostik 
und in bezug auf die Wundheilung. 

Von 
Johann Fonyo. 

Szeged. 


(Eingegangen am 15, Februar 1913.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, daB Bacterien im Verlauf ihrer 
Lebensprozesse .Anderungen in der H-Ionenkonzentration zucker- 
haltiger Nahrsubstrate hervorrufen, indem sie durch Abbau der Kohlen- 
hydrate Sauren erzeugen. Diese ihre Eigenschaft wird in der Differential- 
diagnostik verwendet, da, wie wir wissen, die verschiedenen Bacterien- 
arten und Typen in den meisten Fa!len gewisse, jeweils fiir die betreffende 
Bacterienart bzw. Type spezifische Zuckerarten fermentieren. 

Dieses Verfahren — die Fermentationsprobe genannt — hat sich 
bei vielen Bacterienarten wohl bewahrt, es versagte jedoch vollkommen 
bei einer wichtigen Gruppe, und zwar bei der Gruppe der hamolytischen 
Streptokokken, da — wie es sich herausstellte — verschiedene Typen 
dieser Art von Bacterien einerseits fiir die gleichen Zucker fermentations- 
fihig sind, andererseits aber auch ihre Fermentationsfahigkeit bei vielen 
Stimmen keine stabile ist, so daB sie keine festen Anhaltspunkte 
Zu bieten vermag. Die so gescheiterten Versuche mit der differential- 
diagnostischen Verwendung der Fermentationsprobe bei den hamolyti- 
schen Streptokokken wurden urspriinglich deshalb unternommen, weil 
die serologische Differenzierung dieser Gruppen ein viel zu grobes 
Problem darstellte und lange Zeit hindurch keine befriedigende Ergeb- 
nisse beziiglich der Gruppen- und Typeneinteilung zu liefern vermochte. 

Da nun auch die Fermentationsprobe zu keinen entsprechenden 
Resultaten fiihrte, versuchte man festzustellen, in welchem MaBe die 
einzelnen hypothetischen Gruppen oder Typen der hamolytischen 


Streptokokken die H-Ionenkonzentration des Nahrsubstrats — die 
Anwesenheit derselben Zucker vorausgesetzt — in saurer Richtung 


zu verschieben vermégen. Es ist namlich bekannt, daB Bacterien bei 
der Fermentierung von Zuckern das py nur bis zu einem bestimmten 
untersten Wert herabzusetzen imstande sind, unter welchen sie die 
Sauerung nicht mehr fortsetzen kénnen. Dieser unterste Wert, Endwert 
der H-Ionenkonzentration, oder ,,End-py‘‘ genannt, wurde nun der 
Ausgangspunkt weiterer Forschungen. 
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So hat auf Grund dieses Prinzips Avery 1929 die Endwerte der 
H-fonenkonzentration bei der Fermentierung glucosehaltiger Nahr- 
béden durch hamolytische Streptokokken zum Gegenstand seiner 
Untersuchungen gemacht. Seine Versuche gestalteten sich erfolgreich, 
indem es ihm gelang, Stémme humanen und bovinen Ursprungs durch 
die Bestimmung des End-pa von Glucosebouillon voneinander zu 
sondern. Die von ihm gefundenen Endwerte betrugen bei humanen 
Stéimmen px 5,2 bis 5,0, bei tierischen Stémmen py 4,5 bis 4.2. 

Es schien somit, daB neben der einfachen Fermentationsprobe auch 
die Bestimmung des End-py ihren Einzug in die bacteriologis¢he Dia- 
gnostik baw. Typendifferenzierung halten wiirde, als 1933 R. Lancefield 


| bei den hamolytischen Streptokokken einen neuen Weg einschlug, eine 

‘er auf sicherer Grundlage beruhende  serologische Gruppeneinteilung 
er brachte und dadurch obige Richtungen auch die der Averyschen 
‘n- End-pu-Bestimmung — in den Hintergrund drangte. Lancefield konnte 
al- nimlich feststellen, da die haimolytischen Streptokokken neben ihrem 
m- | Protein, welches ein echtes Antigen ist, auch eine gruppenspezifische 
de | ©. und eine typenspezifische M-Substanz enthalten. Die gruppen- 
spezifische C-Substanz ist eigentlich ein Polysaccharid von Hapten- 

ch ' natur, mit dessen Hilfe eine Gruppeneinteilung sich aufstellen laBt. 


en | Die typenspezifische M-Substanz hingegen, die ebenfalls ein Hapten 
en ' darstellt und anscheinend EiweiBcharakter tragt, dient zur Unter- 
en _ scheidung der einzelnen Typen innerhalb der Gruppe selbst. Mit Hilfe 
ns - j obiger gruppenspezifischer Substanz unterschied Lancefield eine A-, 
en  B., C-, D- und E-Gruppe. Die Streptokokken der Gruppe A stammen 
‘te = vom Menschen. Hierher gehéren der Streptococcus scarlatinae, ery- 
al- _ sipelatis, pyogenes usw. Die Stimme der Gruppe B sind tierischen 
ti- | Ursprungs, kommen hauptsachlich bei Mastitisfillen der Kiihe vor 
eil und kénnen aus dem Euter und aus Normalmilch geziichtet werden. 
bes Bezeichnend fiir sie ist die Tatsache, daB sie verhaltnismaBig selten 
*b- _ menschenpathogen sind. Noch viel seltener zeigen die Stimme der 
te. Gruppe C menschenpathogene Eigenschaften. Unter normalen Ver- 
en haltnissen leben sie als Saprophyten in Normalmilch und sind als 
lie _ Parasiten bei Driisenerkrankungen der Kiihe und Pferde aufzufinden. 
en '  Essind also auch diese bei Tieren zu finden, die wenigen vorkommenden 
lie |  humanen Typen sind jedoch in bezug auf die Kurabilitat infolge der 
ng _ Ungiinstigkeit der Prognose auBerst gefahrlich. Zur Gruppe D gehéren 
el die sogenannten Enterokokken, von denen viele tiberhaupt nicht 
en _ hamolysierend sind, und die Frage, ob diese Streptokokken fakultative 
lie _ Parasiten sind oder nicht, ist bis heute noch ungeklart. Die Gruppe E 
rt | besteht ginzlich aus Saprophyten, die niemals eine menschliche Infektion 
ler _ verursachen und im allgemeinen in Milchprodukten zu finden sind. 


Nach diesen von Lancefield gefundenen Gruppen haben spater Lance field 
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und Hare weitere F- und G-Gruppen festgestellt. Die Staémme der 
Gruppe F sind menschlicher Herkunft und sind aus dem Rachen, aus 
der Haut, aus menschlichen Faecalien, bei Nephritisfaillen und rheumati- 
schen Erkrankungen zu ziichten. Die Stémme der Gruppe G sowohl 
als auch die neuestens von Hare und Mazted isolierten Gruppen H 
und K sind alle Saprophyten, die in bezug auf Menschenpathogenitit 
von keiner Bedeutung sind. 

Unter Beriicksichtigung dieser Lancefieldschen serologischen Grund- 
lage versuchten wir, das End-px von mit hamolytischen Streptokokken 
beimpfter glucosehaltiger Bouillon nach den von Avery aufgestellten 
Prinzipien festzustellen, nachdem wir zuerst die zu diesen Versuchen 
verwendeten hiamolytischen Streptokokkenstimme serologisch diffe- 
renziert und in Gruppen eingeteilt hatten. Wir taten dies erstens um 
festzustellen, ob eine Verschiedenheit zwischen den iiberseeischen und 
kontinentalen Stémmen in bezug auf das End-py besteht, und zweitens, 
weil wir auf diese Weise méglicherweise zu einer bequemeren und 
einfacheren Differenzierungsméglichkeit zu gelangen hofften. 


Unsere Versuche fiihrten wir auf folgende Weise durch: Wir arbeiteten 
mit 150 Staémmen hamolytischer Streptokokken. Von diesen waren 
50 Stémme humanen Ursprungs, und zwar stammten 25 aus Scharlach- 
fallen, 15 aus Rachenentziindungen und 10 aus oberflachlichen Vereiterungen. 
Weitere 80 Stémme wurden aus 65 Rohmilchproben geziichtet und die 
letzten 20 Staémme aus 9 Kaninchen und 11 Kiihen isoliert. Die 9 Kaninchen 
sind an Lungenentziindung und Sepsis umgekommen, wahrend die 11 Kiihe 
Euterulcerationen hatten. 

Das Isolieren der Stémme geschah auf Blutagarplatten. Die von den 
Scharlach- und Pharyngitisfaillen stammenden Rachensekrete wurden — 
wie tiblich — mit Hilfe von mit steriler Watte versehenen Holzstabchen 
entnommen und auf Blutagarplatten gerieben. Nach einer Bebriitung von 
24 Stunden bei 37°C wurden kleine haimolysierende Kolonien mit einer 
Platinnadel in Bouillon iibergeimpft und das Wachstum beziiglich der 
Kettenbildung nach einer weiteren eintagigen Bebriitung kontrolliert, um 
die Diagnose durch Kontrolle der Kettenbildung aufstellen zu kénnen. Die 
Kettenbildung erfolgt naimlich am schénsten in fliissigen Nahrbéden, be- 
sonders in Bouillon; im Tierkérper und auf festen Nahrbéden dagegen sind 
die Streptokokken meistens zu zweien oder in einer unbestimmten staphylo- 
kokkenaihnlichen Ordnung zu sehen und von den Staphylokokken nicht 
zu unterscheiden. Die Staémme, die aus den 65 Rohmilchproben stammten, 
wurden aus fiinf verschiedenen Verdiinnungen (100-, 1000-, 10000-, 100000- 
und 1000000fach) geziichtet. Nach einer 24stiindigen Bebriitung der Blut - 
agarplatten bei 37°C wurden kleine, hamolysierende Kolonien (mindestens 
10), wie oben, in Bouillon iibergeimpft und nach einer weiteren 24stiindigen 
Bebriitung die Bouillonkulturen mikroskopisch untersucht. Wenn aber 
die Ziichtung so nicht gelang, so wurden in einem Reagensglas 10 ccm 
frisch bereitete sterile 1°Zige Sodalésung mit leem Mischmilch versetzt. 
Nachdem auf diese Weise nach einer bis zum nachsten Tage wihrenden 
Bebriitung bei 37°C mit Ausnahme der Streptokokken alle Bacterien 
getétet waren, zogen wir wie aus den diagnostisierten Bouillonkulturen - 
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Nachkulturen auf Blutagarplatten, da die Streptokokken im allgemeinen 
auf diesen Nahrbéden am besten wachsen. 

Die von den 9 Kaninchen herriihrenden Stémme wurden aus dem 
koagulierten Herzblut der an Lungenentziindung und Sepsis gefallenen 
Tiere wie oben — auf Blutagarplatten isoliert. Die letzten 11 Stamme, 
die aus Sekreten schwerer Mastitisfalle stammten, wurden mit Hilfe einer 
Platinschlinge aus den Ulcerationen der Kuheuter auf Blutagarplatten 
geziichtet. 


Die serologische Differenzierung der Stiimme, 


1. Immunseren. Die zu den serologischen Untersuchungsmethoden 
notwendigen Immunseren wurden aus Kaninchen gewonnen. Zum Bereiten 
des Impfstoffes benutzten wir die 100-cem-Bouillonkulturen von Standard A-, 
B- und C-Staémmen, die nach einer Bebriitung von 18 Stunden bei 37°C 
mit 0,3 cem einer 40° igen Formalinlésung getétet wurden. Nach 48 Stunden 
wurden die abgetéteten Kulturen zentrifugiert, die Bouillon entfernt, die 
Zentrifugate in 20ccm physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und 
vor dem Impfen fiinffach verdiinnt. 

Das Impfen der Kaninchen geschah in dreitagigen Serien. Nach jeder 
dritten Impfung hielten wir eine 3 Tage lang dauernde Rastperiode, da 
infolge des Impfens — hauptsachlich nach der ersten Serie — die Tiere einen 
Gewichtsverlust von 200 bis 400 g erlitten, wodurch ihr Organismus stark 
in Anspruch genommen wurde. Die Kaninchen wurden wihrend der ersten 
drei Serien mit 1cem, wahrend der nachsten drei Serien mit 2ccm der 
fiinffach verdiinnten Vaccine intravenéds geimpft. Nach der sechsten 
Serie lieBen wir sie nach einer Pause von 4 Tagen verbluten. Die Seren 
wurden mit Merthiolat konserviert. 

2. Das Isolieren der gruppenspezifischen Substanz. Die zur Prazipitation 
notwendigen gruppenspezifischen Streptokokken-Polysaccharidextrakte, mit 
deren Hilfe wir die Stamme voneinander scheiden, wurden nach A. T. Fuller 
mit Formamid bereitet. Wir zentrifugierten 18 Stunden alte Glucose- 
bouillonkulturen von je 5ccm und entfernten die Bouillon ganzlich. Dann 
setzten wir dem Zentrifugat 0,1 cem Formamid bei, schiittelten die Lésung 
gut durch und stellten sie in ein 150°C heiBes Olbad. Nach 15 Minuten 
lieBen wir die Lésung abkiihlen, setzten 0,25cem Salzséiure-Alkohol! zu 
und entfernten durch Zentrifugieren den nach dem neuerlichen Schiitteln 
auftretenden Niederschlag. (Die mit Hilfe des Formamids zum Teil ab- 
gebauten Proteine wurden infolge der Wirkung des Salzséure-Alkohols 
ganz abgebaut, wahrend die Gruppenantigene in Lésung blieben.) Die 
Lésung wurde jetzt vom Niederschlag mit Hilfe einer Pasteur-Pipette ab- 
gezogen und in ein kleines, schmales Reagensglas gespritzt. Wir setzten 
der Fliissigkeit 0,5 cem Aceton zu, schiittelten sie gut durch, zentrifugierten 
den Niederschlag ab und entfernten die Fliissigkeit. Die zuriickgebliebene 
Acetonfallung war zwar sehr gering, doch enthielt sie praktisch alle Gruppen- 
antigene. Dem Niederschlag wurden 1 cem physiologischer Kochsalzlésung 
und ein Tropfen Phenolrot als Indikator zugesetzt und die Fliissigkeit mit 
einer 1%igen Sodalésung neutralisiert. Die auf diese Weise hergestellten 
Lésungen verwendeten wir zu den gruppenspezifischen Prizipitations- 
reaktionen, die in feinen Prazipitationskapillaren ausgefiihrt wurden. Die 


195 Teile abs. Alkohol + 5 Teile 2n HCl (2n HCl 1 Teil konz. 
HCl + 4 Teile Wasser). 













































LOS J. Fonyo: 
Extrakte waren keine echten, sondern sogenannte Halbantigene, Haptene’ 
welche parenteral injiziert den Organismus nicht zur Antikérperbildung 
reizen, 

Bestimnuny des durch die serologisch differenzierten Stimme bewirkten 
Endwertes der H-Ionentonzentration. Die Bestimmung des py-Endwertes 
geschah in 8cecm Bouillon, die 1% Glucose enthielt. Nachdem wir die 
Nihrbéden beimpft hatten, wurden die Kulturen fiir viermal 24 Stunden 
bei 37°C babriitet, wonach wir die H-[onenkonzentration in der oberen 
Schicht der Fliissigkeit bestimmten. 

In den nachstehenden Tabellen geben wir die durch die oben 
geschilderten Versuche gewonnenen Resultate an, wobei wir der Uber- 
sicht halber auch die zahlenmi3igen Ergebaisse der amerikanischen 
Arbeiten gleicher Art anfiihren. 


Tabelle I. 





Serologische Gruppe End-py 


nach Lancefield in 1 %iger Glucosebouillon 
A 5,4—4,9 
B 4,9—4,3 
C 5,4—5,0 


Tabelle II. 





End-py 


Serologische Gruppe nach Lancefield "i nS 3 
‘ . PI ‘ ! in 1 %iger Glucosebouillon 


A 6,0—4,8 

B | 4,8—4,2 

Streptococcus ,,equi ........... 5,5 —4,8 

C { Streptococcus ,,animalis C*..... 5,0—4,6 
| Streptococcus ,,humanus C* .... | 5,4—4,6 


[Tabelle IL warde aus dem Bache Hin; Schn'd'ts, Grundlagen der 
spezifischen Therapie und Prophylaxe bakterieller Infektionskrankheiten 
zusammengestellt (S. 963). Ke-schienen bei Schultz, 1949.] 

Wie aus obigen Tabellen ersichtlich, bewegt sich das End-py der 

iruppe A 
bei den amerikanischen Stéammen zwischen 6,0 bis 4,8 


unseren Staémmean zwischen........... 5,4 ,, 4,9 


Das End-py der Gruppe B betragt 
bei den amearikanischen Stémmen zwischen 4,8 bis 4,2 
unseren Stiaimmen zwischen........... 4,9 ,, 4,3 


.” 


Bei Gruppe C ist bei den amerikanischen Stémmen das End-py 


Se ee ee er ee 5,5 bis 4,8 
», Streptococcus animalis C ............ 5,0 ,, 4,6 
» Streptococcus humanus Read eee erences 5,4 ,, 4,6 


wohingegen wir keine derartigen Unterschiede festzustellen vermochten, 
da wir die Typen der Gruppe C nicht voneinander differenziert hatten_ 
Wir erhielten fiir diese den einheitlichen End-py-Wert von 5,4 bis 5,0 














Pr 
on 


er 


PH 


n, 
n 











Uber das Glykosefermentierungsvermégen von Streptokokken usw. 109 


Es ist zu erwahnen, daB japanische Forscher die einzelnen Typen 
der Gruppe C durch Fermentationsproben voneinander differenziert 
haben, und zwar folgendermaBen: Der Streptococcus equi fermentiert 
weder Lactose, Trehalose noch Sorbit. Der Streptococcus pyogenes 
animalis fermentiert nur Lactose und Sorbit, Trehalose aber nicht, der 
humane Typus fermentiert Trehalose immer, Lactose nur hie und da, 
Sorbit hingegen gar nicht. Bei der Typeneinteilung der himolytischen 
Streptokokken innerhalb der einzelnen Gruppen bilden die Stémme 
der Gruppe C den einzigen Fall, wo man die Fermentationsprobe allein 
zur Typendifferenzierung verwenden konnte. 

Bei den tibrigen Gruppen fiihrt die Fermentationsprobe nicht zum 
Ziel, da, wie gesagt, verschiedene Stamme oft dieselben Zucker fermen- 
tieren. Differentialdiagnostisch ist nach unseren Ergebnissen nicht 
einmal die Bestimmung des py-Endwertes verwendbar, da hier wiederum 
die gewonnenen Werte mehrfach ineinandergreifen und auf diese Weise 
z. B. der Fall eintreten kann, daB ein Stamm X der Gruppe A denselben 
zahlenmaBigen Wert liefert, wie ein beliebiger Stamm Y der Gruppe B. 


Es ist allgemein bekannt, daB bei Entziindungen eine H-Ionen- 
vermehrung auftritt. Diese ist aber nicht die Ursache der Eiterbildung 
bzw. der Entziindung, sondern nur eine recht wichtige Begleiterscheinung 
derselben, die durch die Verainderung des Stoffwechsels der geschadigten 
Gewebe hervorgerufen wird. Die auf solche Weise auftretenden Sauren 
sind von groBer Bedeutung in Hinblick auf die Lebensfahigkeit der 
Kiter- und Entziindungserreger bzw. auf die Heilung infizierter Wunden, 
da erstere durch das Auftreten von sauren Abbauprodukten, und zwar 
hauptsachlich durch aus EiweiBb- und Fettspaltung entstehende Sauren, 
in hohem Ma8e geschadigt werden. Die Kokken verfallen unter der 
EKinwirkung der Sauren in einen Scheintod, aus welchem sie sich durch 
Uberimpfen in Bouillonkulturen oder auf andere, entsprechende 
Nahrbéden, wieder erholen kénnen. Wenn z. B. die Fermentations- 
fahigkeit solcher aus frischem Eiter geziichteten geschadigten Bacterien 
untersucht wird, so findet man, daB sie bis zur Regeneration, die nach 
mehreren Uberimpfungen auf optimale Nahrsubstrate erfolgt, keine 
Fermentationsfihigkeiten zeigen. 


Ob die Streptokokken bzw. Pneumokokken, die in ihren un- 
gepufferten glykosehaltigen Nahrbéden durch ihre glykolytischen 
Fahigkeiten eine so starke Acidose hervorrufen, durch die sie selbst 
ihren Tod verursachen, auch zur H-lonenvermehrung in den infizierten 
Wunden beisteuern, erscheint heute unwahrscheinlich. Wir wissen, 
daB bei Untersuchungen des Eiters auf das glykolytische Vermégen die 
Forscher stets negative Ergebnisse erhalten haben, obwohl im Eiter 
zuckerspaltende Strepto- oder Diplokokken nachweisbar waren. Diese 
Untersuchungen wurden nach der von C. Neuberg und M. Kobel an- 
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gegebenen Methode ausgefiithrt, und zwar durch Nachweis und Be- 
stimmung von Methylglyoxal, das als Zwischenprodukt bei der Glykolyse 
aufgefaBt wurde. Auf Grund dieses Prinzips wurden Eiterproben 

in denen selbstverstandlich verschiedene organische Séuren aufgetreten 
sind — auf Methylglyoxal untersucht. Aus negativen Eiterproben 
hatten die Forscher die Kokken auf Kulturen tibergeimpft und ge- 
ziichtet und sie hernach wieder dem Glykolyseversuch unterzogen. 
Merkwiirdigerweise wurde von den Eitererregern prompt wieder Methyl- 
glyoxal erzeugt. Aller Wahrscheinlichkeit nach verschwindet also das 
glykolytische System im iter, weil die Bacterien in ihren glykolytischen 
Fihigkeiten soweit geschadigt werden, daB sie die anwesende Glykose 
nicht spalten kénnen, solange sie sich nicht erholt haben. Es ist also 
unwahrscheinlich, daB die Streptokokken zur Wundheilung bzw. zu 
ihrem Tode durch das Erzeugen von Sauren auf dem Wege der Glykose- 
spaltung selbst beitragen. 

Dies ist unser heutiger Standpunkt beziiglich der bei Eiterungen 
eventuell auftretenden Glykolyse. Bei alledem darf aber nicht vergessen 
werden, da die Entstehung von Methylglyoxal beim .Glykoseabbau 
nur als ein Nebenweg aufgefaBt werden kann, da die Abwesenheit von 
Methylglyoxal noch nicht auf das Ausbleiben der Glykolyse schlieBen 
laBt. 

Zusammenfassung, 


Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB wir das Glykose- 
fermentierungsvermégen der himolytischen Streptokokken im Wege 
der Bestimmung des End-pa in der Differenzierung der einzelnen 
Gruppen dieser Krankheitserreger praktisch nicht verwerten k6nnen. 
Noch hat diese ihre Faihigkeit beziiglich der Wundheilung eine Bedeutung, 
sofern wir dies nach dem heutigen Stande unseres Wissens beurteilen 
kénnen. Auch Averys und unsere obenerwahnten Einteilungsversuche 
haben daher bloB einen theoretischenWert gegeniiber der auf serologische 
Eigenschaften aufgebauten und auf absolut sicherer Grundlage _be- 
ruhenden Lancefieldschen Einteilung. 
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Photometrische Bestimmung des Atebrins. 
Methoden zur Extraktion aus Urin und Faeces. 
Von 
Ignazio Traina. 

(Aus der Universitétskinderklinik Genua.) 
(Eingegangen am 20. Februar 1943.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Nur von wenigen Verfassern wurde das Atebrin in den letzten 
Ausscheidungsprodukten des organischen Stoffwechsels (Urin und 
Faeces) sowie im Blute und anderen organischen Fliissigkeiten und auch 
in den Geweben nachgewiesen. Die meisten dieser Methoden haben die 
Eigenschaft der Fluoreszenz, welche alle Akridenderivate in hohem 
MaBe besitzen, ausgenutzt. Man sah namlich, daB ganz kleine Mengen 
Atebrin geniigen, um dem Lésungsmittel eine starke Fluoreszenz, welche 
in hohem Grade von der Art des Lésungsmittels abhangt, zu verleihen 
(sehr Gelb mit griinem Schimmer in verdiinnter Schwefelsiure, mehr 
Griin in Ather, Amylalkohol, Chloroform usw.). 

Im Blute ist das Atebrin qualitativ von Fischl und Singer nach- 
gewiesen worden, und zwar durch mikroskopische Beobachtung der 
Fluoreszenz, welche die gestalteten Elemente (hauptsachlich Parasiten 
der Malaria) besitzen. Quantitativ dagegen wurde es von Chopra, 
Ganguli und Roy bestimmt. Diese Verfasser haben die Konzentration 
nach Extraktion durch Ather mit dem Apparat von Vedder und Masen 
bestimmt, nachdem sie die Substanz mit n/10 HCl und nachher mit 
Amylalkohol gelést hatten. Diese letzte Lésung wurde dann kolori- 
metrisch mit Atebrinldsungen in Amylalkohol von stufenweis an- 
steigender Konzentration verglichen. 

Diese gleiche Methode wurde von den Verfassern auch zur quanti- 
tativen Bestimmung in den Geweben angewandt. Um das Atebrin in 
den Geweben zu bestimmen, muf man vorher die Proteine durch 
Papain verdauen lassen. 

Gentzkow hat eine persénlich ausgearbeitete Methode beschrieben, 
welche aus einer EnteiweiBung des Blutes mit gleichzeitigerExtraktion 
durch Aceton besteht. Die Dosierung ist nephelometrisch. Hecht.und 
kiirzlich (1939) Lataste, Nguyen van Lien und Farinaud extrahierten 
das Atrebin aus dem Gesamtblut sowie aus dem Plasma und roten Blut- 
kérperchen mittels einer Mischung von thiophenfreiem Benzol und 
reinem Amylalkohol (8 zu 2). Darauf wurde in n/10 HCl und in Amyl- 
alkohol aufgelést. Die Bestimmung erfolgt kolorimetrisch mit wasserigen 
Lésungen von stufenweis ansteigender Konzentration. 











112 I. Traina: 


Diese Bestimmungsmethoden im Blute haben aber in der Praxis 
wenig Anwendung gefunden, und zwar wegen der technischen Schwierig- 
keiten sowie auch wegen der zahlreichen Fehlerquellen (es ist naémlich 
méglich, dag’ man andere Pigmente, welche sich zufallig im Blute 
befinden, gleichzeitig extrahiert, auBerdem besteht auch groBe Schwierig- 
keit, das Akridenderivat von den Proteinen loszulésen usw.). 

Viel gebrauchlicher ist dagegen der Nachweis in Urin und Faeces. 
Wats und Gosh benutzten als erste die Extraktion durch Amylalkohol. 
Von der gleichen Methode machten auch Kehar und einige andere 
Gebrauch, indem sie die direkte Beobachtung auf schwarzem Grund 
oder die indirekte mit dem Woodschen Filter ausfiihrten. Doch auch 
in diesem Falle, wie Weise richtig einwendet, ist es méglich, da man, 
hauptsachlich bei der Extraktion aus den Faeces, gleichzeitig andere 
Pigmente mit extrahiert. 

M. Massa dagegen verwandte eine Extraktion mit Ather, Behand- 
lung mit Schwefelsiure und Beobachtung mit dem Woodschen Filter. 
Aber wihrend dieser letzte Verfasser die Methode auBerst genau findet, 
behauptet Duncan dagegen, daB er mit der Fluoreszenzmethode nur 
bei Verwendung grober Substanzmengen positive Resultate erhalten 
hatte. 

Farinaud (1937) extrahierte mit Chloroform nach Sattigung mit 
Alkalicarbonaten und verglich die Lésung dann mit bekannten Atebrin- 
lésungen in Chloroform. 

Am stiarksten benutzt wird jedoch wegen ihrer Einfachheit und 
Genauigkeit die kolorimetrische Methode, welche von Tropp und Weise 
1933 eingefiihrt wurde. Nachdem diese Verfasser eine groBbe Menge 
Urin und Faeces homogenisiert und mit KOH alkalisiert haben, extra - 
hierten sie die Substanz durch n/10 H,SO, und verglichen diese Lésung 
im Dubosqschen Kolorimeter mit. Lésungen stufenweis ansteigender 
Konzentration. Diese Methode ist aber auBer den Unannehmlichkeiten, 
welche allen kolorimetrischen Methoden gemeinsam sind und welche 
sich auf die Genauigkeit der Resultate auswirken, auBerst zeitraubend 
wegen der Vorbereitung der vielen Lésungen, welche immer frisch sein 
miissen ; auBerdem gibt sie nur bei Anwendung groBer Materialmengen, 
welche oft vom Kleinkind schwer zu erhalten sind, genaue Resultate. 


Photometrische Methode, 


Wir haben daher versucht, ob man zu dieser Bestimmung nicht 
vielleicht die praktische Methode mit dem Pulfrich-Photometer be- 
nutzen kénnte, da diese im Vergleich zu den kolorimetrischen Methoden 
groBe Vorteile aufweist. Sie besitzt namlich gréBere Empfindlichkeit 
und Genauigkeit, da sie nicht auf dem Vergleich zweier Felder von oft 
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nicht ganz gleicher Farbt6nung beruht (diese sind oft von Spuren ver- 
schiedener Pigmente, hauptsachlich, wenn es sich um Faeces handelt, 
ein wenig verandert), sondern sie besteht aus dem Vergleich der Licht- 
starke zweier monochromatischer Felder, welche von einer bestimmten 
Wellenlinge und d-her fast sicher von gleicher Farbe sind. In dieser 
Weise werden die Fehlerquellen fast ganzlich. ausgeschlossen. 

Zur Einfithrung dieser Methode war es unbedingt notwendig fest- 
zustellen, ob die zu untersuchende Substanz absorbierende Eigen- 
schaften auf den Lichtstrahl, welcher von der Photometerlampe in 
einer gewissen Zone des Spektrums projiziert wird, ausiibt und ob 
diese zu einer genauen photometrischen Bestimmung geniigen. Zu 
diesem Zweck haben wir eine Lésung vorbereitet, welche in 1000 cem 
zweimal destillierten Wassers genau 100 mg Italchina enthalt*. (Die 
Empfindlichkeit der zu diesem Zweck benutzten Waage war 1/5 mg.) 
Mit dieser Lésung fiillten wir die Kiivette (Schichtdicke 1 em) und 
begannen dann die photometrische Beobachtung, indem wir die ver. 
schiedenen Farbenfilter vorschalteten. So konnten wir feststellen, 
daB sich die niedrigste Durchlassigkeit und daher die gréBte Licht- 
absorption in einer Zone des Spektrums mit Wellenlinge 434 mit dem 
Filter 8 43, welcher nur violettes Licht durchlaBt, befand. Eine gewisse 
Absorption bestand auch mit dem Filter S 47 (Wellenlange 463), welcher 
blaues Licht durchlaBt. Aber da die Absorption bei dieser Wellenlinge 
sehr niedrig (1%) war, haben wir es fiir giinstiger befunden, nicht damit 
zu arbeiten, obwohl diese Zone des Spektrums den Vorteil bietet, daB 
es sich um eine helle (hellblaue) Farbe handelt, die daher in ihren Farben- 
nuancen besser als die violette zu unterscheiden gewesen ware. 

Nachdem wir die Zone des Spektrums und damit den Filter be- 
stimmt hatten, womit die Lésung von Italchina die gréBte Absorption 
oder Extinktion besitzt, handelte es sich darum, das Verhalten dieser 
Extinktion (£) bei verschiedener Schichtdicke der Wassersiéule, welche 
vom Lichtstrahl durchdrungen wird, zu bestimmen, indem man die 
Extinktionskoeffizienten feststellte. Daraus erst konnte man ersehen, 
ob das Lambert-Beersche Gesetz anwendbar war oder nicht. Da aber 
dieses Gesetz nur bei schwachen Konzentrationen giiltig ist, haben 
wir, um eine zu grobe Lichtabnahme des Gesichtsfeldes, welche durch 
Entstehen endoptischer Phinomene zu grofen Fehlern bei der Be- 
stimmung fiihren wiirde, zu vereiteln [hauptsachlich in unserem Falle, 
wo es sich um eine dunkle Farbe (Violett) handelt], ausgehend von der 
ersten Lésung, welche eine zu hohe Extinktion hatte, eine zehnmal 

* ,,[talchina“ ist ein chemisches Priparat, welches in Italien von der 
Firma ,,Farmitalia‘S hergestellt wird, und die gleiche chemische Zusammen- 
setzung wie das Atebrin besitzt. 

Biochemische Zeitschrift Band 315. 8 
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verdiinnte Lésung bereitet, welche also 10 mg Substanz auf 1000 ccm 
enthielt. Diese letzte Lésung haben wir dann zur Bereitung von Lésungen 
stufenweise absteigender Konzentration benutzt, bis 1 mg auf L000 ecm 
enthalten war. Diese Reihe von Lésungen haben wir dann unter Vor. 
schaltung des Filters 8 43 einer photometrischen Kontrolle unterzogen, 
um die Extinktionsmittelwerte jeder Lésung zu bestimmen, wozu 
wir Kiivetten zu 1, sowie zu 2 und 3 cm Schichtdicke benutzten. 
Die Kompensationskiivette fiillten wir mit destilliertem Wasser. Um 
die Fehler auf das Kleinstmégliche zu beschranken, haben wir die 
Ablesung mehrmals vorgenommen, indem wir die MeBtrommel zuerst 
in der einen und dann in der entgegengesetzten Richtung sehr langsam 
drehten, um dem Auge geniigend Zeit zur Gew6hnung zu gewahren. 
Wir haben auBerdem auch einige Male die Kiivetten untereinander 
gewechselt und. mehrere Male immer von Null ausgehend die Ablesung 
vorgenommen. Die Summe der einzelnen erhaltenen Werte, gebrochen 
durch die Zahi der Ablesungen, gab uns die gesuchten Mittelwerte. 
Ganz gleiche Werte haben wir erhalten, indem wir als Lésungsmittel 
eine Lésung von n/10 H,SO, anstatt H,O benutzten. AuBerdem fiillten 
wir auch die Kompensationskiivette anstatt mit zweimal destilliertem 
Wasser mit n/l0 H,SO,, ohne daB dadurch die Werte merklich 
wechselten. Man kann daher auch destilliertes Wasser benutzen, was 
wegen seiner Kinfachheit in der Praxis groBen Wert hat. Von den zwei 
Reihen der Ergebnisse haben wir dann die Extinktionsmittelwerte, 
welche in der nachstehenden Tabelle angefiihrt sind, ausgerechnet. 


Mittelwerte der Extinktionskoeffizienten (Z) der Lésungen von 
stufenweise absteigender Konzentration von Italchina in mg 
auf 1000cem Wasser oder n/10 Schwefelsaure ausgedriickt. 





Konzentration . E 7 er 
des Italchinas in Mittelwerte der Extinktion mit Kiivetten zu 


mg pro 1000 cem | —— 





Lésungsmittel lem 2em | 3ecm 
lmg || unleserlich unleserlich 0.0525 
os 9 0,0712 0,1045 
By ss 0,0558 0,1080 0,1670 
oe 0,0685 0,1407 0,2058 
6 5, 0,0849 0,1678 0,2568 
6, 0,1057 0,2142 0,3146 
jen 0,1195 0,2417 0,3692 
Sa 0,1419 0,2802 0,4236 
en 0,1616 0,3206 0,4748 
10 ,, 0,1776 0,3540 0,5323 


Wie man aus der Tabelle ersieht, haben wir es nicht fiir richtig 
befunden, die Werte, welche der schwachsten Konzentration mit den 
Kiivetten zu 1 und 2em Schichtdicke entsprechen, wiederzugeben, 
da die Extinktion, welche sie verursachten, so gering war, da} det 
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Vergleich der zwei Gesichtsfelder sehr ungewiB gewesen ware. Es ist 
nimlich bekannt, daB auch die Blendung durch zu groBe Helligkeit 
eine gewisse Unsicherheit beim Vergleich zweier wenig starker Farben 
hervorrufen kann, und dadurch kann man beim Ablesen groBe Fehler 
begehen. Auserdem ist bekannt, daB bei gleicher Drehung der MeB- 
trommel die Fehler um so gréBer werden, je kleiner die Extinktion und 
je niedriger die Konzentration der zu untersuchenden Lésung. ist. 
Unsere pers6nliche Erfahrung hat uns (im Gegensatz zur Gebrauchs- 
anweisung des Pulfrich-Photometers) gelehrt, daB, wenn man das 
Filter 8 43 wegen der geringen Lichtstarke zu brauchen gezwungen ist, 
die genaueste Bestimmung und daher die gréBte Genauigkeit beim 
Ablesen der Werte einer gegebenen Lésung sich nicht, wie bei anderen 
Zonen des Spektrums, zwischen EF 0,15 und E = 1,3 befindet, 
sondern zwischen EF — 0,10 und EF — 0.65. 


Um die Verhaltnisse der verschiedenen Ergebnisse schnell klar zu 
iibersehen, haben wir die drei Serien der Mittelwerte der verschiedenen 
Lésungen, welche wir durch den Gebrauch der Kiivetten zu 1, 2 und 
3cm erhalten haben, in einem Diagramm wiedergegeben. In dieser 
graphischen Darstellung haben wir auf die Ordinate die Konzen- 
tration der verschiedenen untersuchten Lésungen in aufsteigender 
Ordnung und in mg®/o9 des Lésungsmittels (zweimal destilliertes Wasser 
oder n/l0 H,SQ,4) ausgedriickt wiedergegeben, auf der Abszisse 
dagegen die verschiedenen Werte von £ in zunehmender Ordnung 
von rechts nach links. Die Mittelwerte, welche wir mit den ver- 
schiedenen Konzentrationen und mit jeder einzelnen Kiivette er- 
halten haben, sind mit Punkten an den Kreuzungsstellen der Vertikalen 
mit der Horizontalen eingezeichnet. Wenn man dann durch drei 
Linien (£, strichliert, #, strichpunktiert und EL, mit einem durch- 
laufenden Strich) die Werte von E, welche man mit der konzentriertesten 
Liésung, mit den Kiivetten zu 1, 2, 3m, erhalten hat, am Nullpunkt 
verbindet, kann man leicht beobachten, das man diese Linien praktisch 
als iibereinstimmend mit den drei Serien der dazugehérigen Mittel- 
werte der Extinktion betrachten kann, welche man in Wirklichkeit 
mit allen absteigenden Konzentrationen erhalten hat. (Siehe Abb. 1.) 


Dieses Verhalten beweist deutlich, daB die schwachen Lésungen 
von Italchina in zweimal destilliertem Wasser sowie in n 10 H,SO, 
genau das Beersche Gesetz befolgen, naimlich, daB der Extinktions- 
koeffizient bei Einheit der Dichte (mit & bezeichnet) im direkten Ver- 
haltnis zur Konzentration (c) der Lésungen steht. AuBerdem kann man 
aus der Betrachtung der Werte, welche wir erhalten haben, indem wir 
nur die Schichtdicke einer gleichen Lésung wechselten, den SchluB 
ziehen, daB auch das Lambertsche Gesetz genau befolgt wird, dab 
nimlich der Koeffizient / im direkten Verhaltnis zur Dicke der ab- 
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sorbierenden Lésung steht, da die Werte, welche wir fiir eine bestimmte 
Lésung mit Schichtdicke 2 und 3 erhalten haben, standig das Doppelte 
und Dreifache der mit Schichtdicke 1 erhaltenen waren. 

Daraus kénnen wir folgern: wenn man den Extinktionswert einer 
schwachen Lésung von Italchina bei einer gewissen Schichtdicke kennt, 
kann man leicht die Konzentration der gelésten Substanz sowie auch 
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durch eine kleine Rechnung ihren absoluten Wert erhalten. Da namlich 
unsere vorhergehenden Untersuchungen ergeben haben, daB k (namlich 
E/S, worin S gleich der Schichtdicke der Kiivette) bei einer Lésung 
von Italchina, welche 10 mg dieser Substanz auf 1000 ccm Lésungs- 
mittel enthalt, der Zahl 0.1776 entspricht, kann man leicht den Wert 
der Konzentration jeglicher schwachen Lésung von Italchina ausrechnen, 
indem man folgende Gleichung anwendet: c': 10 = k:0,1776, und 
—... so daB, wenn man z. B. fiir k den Wert 0,10 erhalten 
0,1776 + 

10 - 0,10 
-0,1776 
wird daher 5,63 mg auf 1000 Teile Lésungsmittel entfallen, wenn da- 
gegen k — 1 ist, wird der Wert 56,306 mg sein. Wenn wir daher einfach- 
heitshalber diesen letzten Wert als bleibenden benutzen, kénnen wir den 
Wert jeglicher Konzentration ausrechnen, wenn wir folgende Gleichung 


k - 56,306 : 
c:k — 56,306: 1 und daher c + ” aufstellen. In der Praxis 


daher c = 


hat:c¢ 5,63. Ist die Konzentration einer Lésung k = 0,10, 


braucht man daher nur jedesmal den Wert, welchen man fiir k gefunden 
hat, mit der Zahl 56,306 zu multiplizieren, um ohne weiteres den Wert 
der Konzentration in mg®/), der zu untersuchenden Lésung oder 


c — k- 56,306 zu erhalten. ss 
Nachweis des Italehinas im Urin, : 
Nachdem man den Urin von 24 Stunden gut gemischt und gemessen 


hat, nimmt man 50 cem (nur in Ausnahmefallen 100 cem und nur um sich 
zu versichern, daB die Ausscheidung vollstandig ist, 200 cem), gibt sie 
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in einen Verteilungstrichter und alkalisiert sie mit 3 ccm 60 ° iger 
KOH (natiirlich werden die Reagensmengen je nach der Menge Urin 
erhéht). Man gibt dann 30 cem Ather dazu, schiittelt gut 1 bis 2 Minuten 
lang und laBt dann !/, oder '/, Stunde stehen (oder mehr, wenn es not- 
wendig ist), bis man eine vollstandige oder fast vollstandige Trennung 
zwischen Ather und Urin erhalt. Oft bildet sich eine Zwischenschicht 
von gallertartigem Aussehen, welche aus kleinen Teilehen mit Urin 
emulgiertem Ather besteht. In diesem Falle geniigt es, nachdem man 
die unterste Schicht, welche aus Urin besteht. abflieBen lieB. 3 bis 
Seem 96 Yigen Athylalkohol zuzusetzen und leicht zu schiitteln, um das 
ganzliche Verschwinden dieser gallertartigen Schicht und eine Trennung 
vom Ather zu erzielen. Dieser Ather bleibt mehr oder weniger stark 
durch die schon extrahierte Substanz gelb gefirbt. Man schiittet 
dann die neue wasserige Schicht, welche sich gebildet hat, zu der, welche 
man vorher im Verteilungstrichter abflieBen lieB, und gibt zu dieser 
Fliissigkeit noch 20 cem neuen Ather, um dann eine zweite Extraktion 
(genau gleich der ersten) vorzunehmen. Den zweiten Teil Ather, welchen 
man so erhalt und welcher fast nicht gefarbt ist, gieBt man zu dem, der 
sich im ersten Verteilungstrichter befindet. Der ganze durch die Extrak- 
tion erhaltene Ather wird dann ein- bis zweimal mit einigen (10 bis 
15) cem zweimal destillierten Wassers unter Zusatz einiger Tropfen 
gesittigter Na,CO;-Lésung gewaschen. In den so gewaschenen Ather 
gieBt man 5 bis 10 cem einer n/LO H,SO,4-Lésung, mischt gut und 
laBt dann einige Minuten stehen. Es bildet sich gleich eine untere 
wasserige fluoreszierende Schicht von gelbgriiner Farbe, wahrend der 
Ather ganz oder fast ganz ungefarbt bleibt. Je nach der mehr oder 
weniger starken Farbung laBt man die wasserige Schicht in einen 
graduierten Behalter von 50 bis 15cem Inhalt abflieBen, um so, wie 
schon vorher erklairt, einen geeigneten Wert fiir 2 zu erhalten. Man 
wiederholt dann nochmals auf gleiche Weise die Extraktion mit 5 bis 
10 cem verdiinnter Schwefelsaiure je nach der mehr oder weniger starken 
Farbung, welche man bei der vorhergehenden Extraktion erhalten hat. 
Falls die Fairbung noch sehr stark sein sollte, ist es besser, wenn man 
die Extraktion nochmals mit einer passenden Menge verdiinnter Schwefel- 
sure wiederholt, obwohl der Ather sich ziemlich leicht von der gelésten 
Substanz trennt. Nachdem man diese Behandlung vorgenommen hat, 
fiillt man mit verdiinnter Schwefelsdaure auf und schiittelt die Fliissig- 
keit, damit die Farbe tiberall gleich ist. 

Die Lésung von Italchina, welche man so erhalt, ist meistens ganz 
klar und daher kann sie ohne weiteres zur Bestimmung ihres Koeffi- 
zienten EF gebraucht werden. Man benutzt dazu eine Kiivette von 1, 
2 oder 3 em Schichtdicke, je nachdem ob die zuletzt erhaltene Farbung 
mehr oder weniger stark ist. Die Kompensationskiivette (die natiirlich 
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die gleiche Schichtdicke wie die andere haben mu) kann man einfach 
mit zweimal destilliertem Wasser fiillen. Abgelesen wird auf der roten 
Teilung auf der Seite der MeBtrommel, wo sich die Kompensations- 
kiivette befindet, indem man die entgegengesetzte MeBtrommel auf Null 
stellt. Die Drehung der MeBtromme!l darf nicht zu schnell vorgenommen 
werden, um, wie schon gesagt, dem Auge geniigend Zeit zur Gewoéh- 
nung an die immer verschiedenen Farbstarken der violetten Farbe zu 
gewaihren. Um eventuelle Adaptionsfehler zu korrigieren, mu man 
mehrere Ablesungen vornehmen, indem man die MeBtrommel einmal 
in einer und dann in der entgegengesetzten Richtung dreht. Falls man 
bei den verschiedenen Ablesungen groBe Unterschiede findet, kann man 
auch einen Wechsel der Kiivetten vornehmen, wobei man natiirlich die 
Ablesung wieder mehrere Male wiederholt. Als Extinktion nimmt man 
dann den Mittelwert aller Ablesungen. Wenn man so vorgeht, wie wir 
geschildert haben, bekommt man héchstwahrscheinlich aus den friiher 
angegebenen Griinden eine Extinktion, welche zwischen 0,10 und 0,65 
bis 0,70 schwankt. Falls man einen héheren Wert erhalt, muB man die 
Lésung zweckmabig verdiinnen, im entgegengesetzten Falle mu man 
den Nachweis wiederholen, indem man eine gréBere Menge Material 
zur Extraktion verwendet und, wenn notwendig, auch das End- 
volumen (V) der schwefelséiurehaltigen Lésung, welche die extra- 
hierte Substanz erhalt, herabsetzt. Um dann den Wert von k (ném- 
lich FE im Verhaltnis zur Schichtdicke) zu erhalten, dividiert man 
den Wert der Schichtdicke (S) der fliissigen Schicht durch 2 oder 3, 
je nachdem, ob man die Kiivetten zu ], 2 oder 3 em Schichtdicke be- 
nutzt hat. 

Berechnung. Wie schon gesagt wurde, kann der Wert von ¢ in mg 
auf 1000 cem Lésungsmittel leicht ausgerechnet werden, wenn man wei, 
daB c = k- 56,306 ist. Um den Wert der Konzentration der Substanz 
auf 1000 cem Urin zu erhalten, ist es notwendig [da dieser Wert um so 
groBer sein wird, je gréBer das Endvolumen (V) oder die Verdiinnung 
des schwefelsaurehaltigen Extrakts ist, um so kleiner dagegen, je gréBer 
die Menge (A) Urin, welche zur Extraktion benutzt wurde, ist], folgende 


: . é yO 7 
Gleichung X:c¢ V:A und daher X , auszurechnen. Um 


zum SchluB dann die ganze Substanzmenge (() aller untersuchten 

Urinproben zu erhalten, geniigt es, das letzte Ergebnis mit dem Volumen 

der Urinproben zu multiplizieren. 

(k - 56,306)- VU 
A 1000" 

worin der erste Teil der Formel die Konzentration von Italchina im 

Urin, die ganze Formel dagegen die in den Urinproben enthaltene 


Die vollstandige Formel lautet also (. 


Gesamtmenge angibt. 
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Nachweis der Substanz in den Faeees, 


Nachdem die Faeces genau gewogen worden sind, werden sie in 
einen Mérser gegeben und sehr gut gemengt. Man wiegt dann 5 bis 10 g 
(nur wenn die Substanz in auBerst kleiner Menge enthalten ist 20 g) 
auf einem Uhrglaschen ab, gibt sie mit einem Spatel in einen anderen 
Morser und gieBt, wihrend man riihrt, langsam destilliertes Wasser dazu. 
Mit etwa 50 ccm destilliertem Wasser entfernt man von dem Spatel 
und den Uhrglaschen alle Reste der Faeces und gieBt dann dieses 
Wasser bis auf 10 ccm tropfenweise unter fortwaihrendem Riihren in 
den Morser. Nachdem alles gut gemischt ist, gieBt man das Ganze in 
einen Scheidetrichter von 150 bis 200 cem Inhalt durch Gaze. welche 
man ther einen Trichter spannt, damit die nicht verdauten Speise- 
iiberreste nicht den Hahn des Scheidetrichters verstopfen. Man wascht 
dann das Stiick Gaze mit den iibriggebliebenen 10 cem Wasser ein- bis 
zweimal und driickt es gut aus, damit ja nichts von der gesuchten 
Substanz verlorengeht. Man alkalisiert dann mit 5, 10 oder auch mehr 
cem 60 %iger KOH (die Reagensmengen werden je nach der Menge 
Faeces erhéht). Es ist besser, wenn man entgegen dem Rat von Weise 
und T'ropp erst jetzt die Alkalisierung der Faeces vornimmt, da sonst 
die Homogenisierung der Faeces nicht vollstandig und sehr schwierig 
ware. Gleich nachher gieBt man 30 oder 60 ccm Ather in den Trichter, 
schiittelt fest etwa 20 bis 30 Sekunden lang und 1a48t dann fiir langere 
Zeit als beim Urin stehen. Ungefiihr in 2 bis 4 bis 6 Stunden entsteht 
eine Teilung in drei Schichten: Eine oberste Atherschicht, die gelb oder 
orange, nur selten griingelb gefarbt ist (dies kommt nur vor, wenn die 
Menge I[talchina, welche man extrahiert hat, sehr hoch ist), eine unterste 
wasserige, mehr braunlich gefairbte Schicht und eine mittlere gallert- 
artige, welche héher als beim Urin ist und oft ein breiiges Aussehen hat. 
Man laBt dann die wasserige Schicht in einen zweiten Scheidetrichter 
abflieBen, setzt im ersten Trichter 4 bis 8 cem 96 %igen Alkohol hinzu 
und schiittelt das Ganze dann leicht. Nach einigen Minuten wird die 
gallertartige Schicht diinner, da sich der Ather, welcher oft in groBer 
Menge in den Zwischenraumen enthalten ist, herauslést. Wenn sich dann 
ein Bodensatz gebildet hat, lat man auch die breiige Schicht in den 
zweiten Trichter abflieBen, den Ather dagegen in einen dritten. Mit dem 
Material, welches sich im zweiten Trichter befindet, nimmt man eine 
zweite Extraktion mit 20 bis 30 cem Ather vor, indem man das Ver- 
fahren in allen Einzelheiten wie das erste Mal wiederholt und das 
Trennungsmaterial in den leeren Trichter gieBt. Den Ather, welcehen 
man zum SchluB erhalten hat, gieB}t man zu dem anderen, welcher sich im 
dritten Trichter befindet. Man kann auch den zweiten Trichter mit 
einigen cem Ather waschen. Dann macht man eine dritte Extraktion mit 
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20 bis 30cem neuem Ather, um so den Verlust an Substanz auf das 
Kieinste zu beschranken (da im Gegenteil zum Urin in den Faeces die 
Substanz sehr schwer zu extrahieren ist) und auch diesmal gieBt man den 
Ather (welcher gewohnlich viel weniger als der vorhergehende gefarbt ist) 
zu dem anderen Ather, Falls sich in den Zwischenraumen der breiigen 
Substanz noch eine gréBere Menge Ather befindet, kann man diesen 
wiedergewinnen, indem man die unterste Schicht in einen kleinen Scheide- 
trichter abflieBen laBt und wenn notwendig nochmals mit Ather be- 
handelt. Gewéhnlich ist aber diese letzte Behandlung mit Ather nicht 
mehr nétig, da durch AbflieBen meistens schon eine vollstandige 
Trennung stattfindet. Den ganzen Ather, welchen man erhalten hat 
und welcher fiir gew6hnlich nicht ganz klar ist, wascht man, nachdem 
man 5 bis 10 ccm zweimal destilliertes Wasser dazugegossen hat, um 
ihn von den gr6Beren Unreinigkeiten zu befreien. Man darf sich nicht 
von der Tatsache, daB der Ather sehr stark gefarbt ist, beirren lassen 
und glauben, daB dies von groBen Mengen Italchina herriihrt; die 
Firbung kommt néamlich daher, daB der Ather auch verschiedene 
Pigmente mit extrahiert, welche sich in groBen Mengen in den Faeces 
befinden. Doch die Gegenwart dieser Pigmente stért den Nachweis 
nicht, da die zugesetzte Schwefelsiure dem Ather nur die gesuchte 
Substanz entzieht. Es ist ratsam, nur 5 bis 10 cem n/10 Schwefelsaure 
dazuzugeben, da man sonst zu sehr verdiinnt. Je nach der Starke der 
Fairbung kann man dann eine zweite oder wenn notwendig noch mehrere 
Extraktionen vornehmen, indem man mehr oder weniger grobe Mengen 
Schwefelsiure benutzt, um die ganze Substanz vom Ather loszulésen 
und um gleichzeitig eine giinstige Verdiinnung zu erzielen. Da aber die 
schwefelsiurehaltigen Extrakte der Faeces immer ziemlich triibe sind, 
mu man diese, um Fehler, welche oft sehr groB sein kénnen, zu ver- 
hiiten, filtrieren. Es ist nimlich bekannt, da8 jede Tritbung die Genauig- 
keit der photometrischen Methode beeinfluBt (um so mehr, je triiber 
die Fliissigkeit ist), da die Teilchen, welche suspendiert sind und den 
Lichtstrahl auffangen, sich bei der Bestimmung des Koeffizienten L 
wie die aktive Substanz verhalten und daher dessen Wert sehr erhéhen 
wiirden. Das Filtrieren muB man immer mit dem gleichen Filter vor- 
nehmen. (Zu diesem Zweck eignen sich gut die Filter Nr. 589 — drei 
blaue Streifen — mit 7 em Durchmesser der Firma Schleicher & Schiill). 
Nachdem man so die Lésung geklirt hat, bringt man sie mit der not- 
wendigen Menge verdiinnter Schwefelsaure auf das gewiinschte Volumen, 
indem man das kleine Gefa8B, in welchem die Lésung vor dem Filtrieren 
enthalten war, wascht, und gieBt sie dann tropfenweise auf den Auben- 
rand des Filters, so daB alle Reste der Substanz in das graduierte Gefab 


hineinkommen. 














ren 
en- 
al 








ict Re lt 


Photometrische Bestimmung des Atebrins usw. 121 


Kontrolle der Methode, 

Die Kontrollproben, welche mit 200cem Urin und 50¢ Faeces 
ausgefiihrt wurden, ergaben ganzlich negative Resultate. 

Wir lésten dann 25,6 mg Substanz, genau gewogen, in einem 
Liter normalen Urin und nahmen dann den Nachweis auf 50 cem Urin 
vor: so konnten wir feststellen. daB nur ein Verlust von 2.56% vor- 
kommt. Eine zweite Kontrolle, welche wir mit noch gréBerer Genauig- 
keit vornahmen, indem wir 2,5 mg in 1140 cem normalem Urin lésten, 
ergab den Wert von 2.5033 mg. 

Mehr Kontrollproben als beim Urin haben wir bei den Faeces 
wegen der gréBeren technischen Schwierigkeiten vorgenommen, indem 
wir den normalen Faeces ein gewisses Quantum Italehina zusetzten. 
In einem ersten Experiment wurden 2 mg Substanz, welcher wir 290 ¢ 
Faeces zusetzten, quantitativ (2,094 mg) wiedergefunden. Wir machten 
dann nach 24 Stunden mit dem gleichen Faeces eine neue Kontroll- 
probe und sahen, da ein groBer Substanzverlust (12,60 %) eingetreten 
war. In einer zweiten Reihe von Kontrollproben wurden 5 mg auf- 
geléster Substanz zu 244g Faeces gegeben. Die Extraktion, welche 
sofort fiir zwei Faecesproben gleichzeitig vorgenommen wurde, ergab, 
daf ein kleiner Verlust von 1,75 und 1,08 °% vorgekommen war. Nach 
24 Stunden wiederholten wir auch diesmal wieder die Kontrollprobe 
und abermals konnten wir feststellen, daB man einen Verlust von 9,66 
und 9.41% hatte. Eine dritte Kontrollprobe ergab, daB der Verlust 
von 1,80% nach 24 Stunden auf 7,92 % angestiegen war. 

Aus diesen Ergebnissen kénnen wir den SchluB ziehen, daB, wenn 
das Akridinderivat sich 24 Stunden in den Faeces befindet, man immer 
einen niedereren Wert als gleich nach dem Zusetzen erhalt. Diese Ab- 
nahme ist aber nicht groB, sie geht von 5,12 bis 8,33 %. 

Wenn man also diese Ergebnisse wegen ihrer Gleichmabigkeit als 
sicher betrachtet, glauben wir als Erklarung dafiir geben zu kénnen, 
daB die vielen Bacterien, welche sich in den Faeces befinden, durch 
ihre biochemische Tatigkeit mit der Zeit eine allmahliche NSpal- 
tung der Substanz erzielen. Zur Annahme dieser Hypothese werden 
wir durch die Behauptung jener Verfasser, welche diese Substanz 
durch Synthese hergestellt und sich am meisten dem Studium dieses 
Akridinderivats gewidmet haben, gefiihrt. Nachdem was Wietzsch, 
Mauss und Hecht behaupten, geht das Atebrin auch bei gewohnlicher 
Temperatur in wasseriger Losung langsam einer hydrolytischen Spaltung 
entgegen, unter Abtrennung der aliphatischen, basischen Seitenkette 
(x-Diathylamin-d-amino-penthan) der cyclischen Verbindung (2-Metoxyl- 
6-Chlorakridon), welche als gelbes Pulver ausfallt (waihrend die Seiten- 
kette als Chlorhydrat in Lésung bleibt). 
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Praktisch kann man némlich behaupten, daB die von uns aus- 
gearbeitete Extraktions- und Bestimmungsmethode des Italchinas 
neben einer auBerordentlichen Feinheit (man kann namlich die Substanz 
bis zu einer halben Million Verdiinnung nachweisen) eine auBerst groBe 
Genauigkeit aufweist. 

SchluBfolgerungen, 

a) Die Lésungen von Italchina (Atebrin) tiben im Pu/frich-Photo- 
meter eine groBe Absorption im Wellenfeld des Filters 8 43 (Wellen- 
lange 434), welcher nur violettes Licht durchlaBt, aus. 

b) In diesem monochromatischen Licht folgt die Absorption, 
welche man mit schwachen Lésungen dieser Substanz erhalt, genau dem 
Lambert- Beer schen Gesetz, da sie im direkten Verhaltnis zur Konzentra- 
tion sowie auch der Dichte der fliissigen Schicht, welche sich vor dem 
Lichtstrahl befindet, steht. 

c) Unter diesen Bedingungen ist bei einer Lésung von Italchina 
(in zweimal destilliertem Wasser, sowie auch in n/10 Schwefelsaure, 
welche 10mg auf 1000cem Lésungsmittel enthalt) der Koeffizient 
k == 0,1776, so daB ein Wert von k = 1 theoretisch einer Konzentration 
von 56,306 mg pro 1000 ccm entspricht. 

d) Wenn man alle diese Daten besitzt, ist es sehr einfach, die 
Bestimmung mit dem Pulfrich-Photometer auszufiihren, da es geniigt, 
den Wert fiir & (nimlich #: 8) mit der Zahl 56,306 zu multiplizieren. 

e) Wenn man die Substanz aus dem Untersuchungsmaterial extra- 
hiert, kann man schnell ihre Konzentration in wasseriger saurer Lésung 
(n/10 Schwefelsaéure) auf 1000 cem oder g Untersuchungsmaterial in mg 
sowie auch die Gesamtmenge in mg ausrechnen, wenn man folgende 
Forme! : 

! 9 + 56,306. M 
é A * 1000 
anwendet, worin k den Absorptionskoeffizienten im Verhaltnis zur 
finheit der Schichtdicke darstellt, V das Endvolumen der sauren 
Lésung in cem, A die Menge Material, welche zur Extraktion benutzt 
wurde in g oder ccm, und M die Gesamtmenge Untersuchungsmaterial, 
in g oder cem ausgedriickt. 
Zusammenfassung, 

Unter Hervorhebung einiger technischer Schwierigkeiten wurden 
die wichtigsten bis jetzt angewandten Bestimmungsmethoden des 
Atebrins erwihnt; nachdem experimentell festgestellt wurde, dab 
schwache Lésungen von Italehina (Atebrin) im Pulfrich-Photometer 
genau das Lambert-Beersche Gesetz befolgen, wurde der Extinktions- 
koeffizient (£) einer Reihe von Lésungen stufenweise ansteigender 
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Konzentration (in zweimal destilliertem Wasser sowie in n/10 Schwefel- 
siure) dieser Substanz und so durch Multiplikation, in mg auf 1000 cem 
ausgedriickt, der Wert fiir jede Konzentration erhalten. Es folgt dann 
eine genaue Beschreibung einer zur Bestimmung des Atebrins in Urin 
und Faeces ausgearbeiteten Methode sowie einer niitzlichen Formel, 
welche zur Bestimmung der Menge dieser Substanz in 1000 cem oder g 
sowie im ganzen Untersuchungsmaterial, ausgedriickt in mg, dienen kann, 
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Uber den Reaktionsmechanismus der Hemmung 
der Blutgerinnung durch einige seltene Erden 
und dureh Heparin. 
Von 
H. Dyekerhoff und 0. Griinewald. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitat StraBburg.) 


(Eingegangen am 6. Marz 1945.) 


Das ungestérte Zusammenwirken einer Reihe unterschiedlicher 
Substanzen sichert und steuert bei Mensch und Tier den lebenswichtigen 
Vorgang der Blutgerinnung. 

In zwei Phasen spielt sich dieses Geschehen ab. In der ersten Phase 
wird aus Prothrombin unter dem EinfluB von Thrombokinase und 
Calciumionen das Gerinnungsferment Thrombin gebildet und in der 
zweiten wandelt das Ferment Thrombin das lésliche Fibrinogen tiber 
Profibrin als Zwischenprodukt in Fibrin um!, 

Es ist nun, sowohl aus theoretischen wie aus praktischen Griinden, 
wissenswert, in welcher Phase ein Gerinnungsinhibitor angreift, besser 
noch, festzulegen, welche Komponente des Blutgerinnungssystems er 
blockiert. 

Die klassischen Blutgerinnungsinhibitoren, Oxalat-, Fluorid- und 
Citrationen, stéren den Ablauf der ersten Blutgerinnungsphase durch 
Fillung oder Entionisierung der notwendigen Calciumionen. In der 
Folgezeit wurden dann alle kalkfillenden oder entionisierenden chemi- 
schen Substanzen als Gerinnungsinhibitoren erkannt. 

Uber den Wirkungsmechanismus anderer Gerinnungsinhibitoren, 
besonders solcher, die im Gegensatz zu den klassischen Hemmungs- 
kérpern auch intravasal hemmen und daher als Thromboseprophylak- 
tica in Frage kommen, haben sich gesicherte Vorstellungen noch nicht 
gewinnen lassen. 

Dies gilt besonders fiir einen kérpereigenen Gerinnungsinhibitor , 
das Heparin, der von Howell und Holt? vor 25 Jahren entdeckt wurde. 

Howell selbst fand, daB die Gerinnung von frischem Blut und 
Oxalatplasma durch Heparin verhindert wird, da aber das System 
Fibrinogen—Thrombin auch in Gegenwart von Heparin gerinnen kann. 


1 Unsere Ansichten iiber den Reaktionsmechanismus der Blutgerinnung 
haben wir an anderer Stelle dargelegt. H. Dyckerhoff, Fermentforsch. 17, 
94, 1943. — * Howell u. Holt, Amer. J. of Physiol. 47, 328, 1918/19. 
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Er bezeichnet das Heparin folgerichtig als ,.Antiprothrombin", 
also als Inhibitor der ersten Gerinnungsphase. Aus anderen Beob- 
achtungen jedoch schloB Howell, daB im strémenden Blute die Vorstufe 
eines Antithrombins (also eines Inhibitors der zweiten Blutgerinnungs- 
phase) vorhanden sei, welche durch Heparin in ihre aktive Form, also 
in ein wirksames Antithrombin, umgewandelt werde. Heparin sollte 
also die erste Phase der Gerinnung direkt und die zweite Phase indirekt 
hemmen. ,,Gerade die dualistische Theorie Howells vom Mechanismus 
der Heparinwirkung ist in neuerer Zeit stark umkimpft worden," 
schreibt hierzu Woéhlisch!. 

Mellanby? findet keine Hemmungswirkung des Heparins in der 
ersten Gerinnungsphase. Er lehnt also seine ,,Antiprothrombinnatur* 
ab. Heparin stért jedoch in Gegenwart von Neutralsalzen die zweite 
Gerinnungsphase, mub also als Antithrombin betrachtet werden. 

Quick3 machte eine neue und iiberraschende Entdeckung. Er 
zeigte, daB das ,.normale Antithrombin‘’ des Blutes, welches er als 
Blutalbumin anspricht und welches an sich nur ein schwacher Ge- 
rinnungsinhibitor ist, in Gegenwart von Heparin, gemeinsam mit 
diesem, zum starken Gerinnungshemmer wird. Ein antithrombinfreies 
Substrat kann also auch in Gegenwart von Heparin durch Thrombin 
zur Gerinnung gebracht werden, ein antithrombinhaltiges Fibrinogen 
oder Plasma dagegen nicht 4. 

Quick erklirt seine Ergebnisse dadurch, da die Affinitat des 
hemmenden Blutalbumins zu Thrombin viel geringer als die des Fibri- 
nogens zu Thrombin ist, daB aber die Affinitaét der Heparin-Albumin- 
verbindung zum Thrombin die des Fibrinogens weit iiberwiegt. 

Quick findet auch eine Hemmung der ersten Gerinnungsphase durch 
Heparin und erkliirt sich diesen Befund durch einen direkten Anta- 
gonismus zwischen Thrombokinase und Heparin. 

Eine Heparin-Albuminverbindung wird also als Antithrombin und 
auBerdem das Heparin als Antithrombokinase betrachtet. 


Eine weitere Beobachtung machten Brinkhous, Smith, Warner und 
Seegers®, Sie fanden, daB Heparin auch die erste Phase der Blut- 
gerinnung nur hemmen kann in Gegenwart eines unbekannten, nicht 
dialysablen Plasmafaktors. Ob dieser Faktor identisch ist mit dem zur 
Heparinhemmung in der zweiten Phase nétigen Blutalbumin, ist noch 


nicht entschieden. 


1 Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. u. exper. Pharm. 43, 174, 1940. 
2 Mellanby, Proc. Roy. Soc. London (B) 116, 1, 1934. — * Quick, Amer. J. of 
Physiol. 115, 317, 1936. — 4 Derselbe, ebenda 123, 712, 1938. 5 Brinkhous, 
Smith, Warner u. Seegers, ebenda 125, 683, 1939. 














H. Dyckerhoff u. O. Griinewald: 


Es ergibt sich also das Bild, da& Heparin allein iiberhaupt nicht 
gerinnungsverhiitend wirkt, sondern daB es, um hemmende Kraft zu 
erlangen, ergiinzender Substanzen bedarf, die im strémenden Blute 
vorhanden sind. Dies gilt fiir die Hemmung der ersten und zweiten 
Phase der Blutgerinnung, wobei es noch unklar ist, ob ein oder zwei 
Substanzen als Heparinkomplement notwendig sind. 

Es schien uns von Interesse, auch unsererseits diese Verhiiltnisse 
zu untersuchen, vor allem auch, um die Heparinhemmung mit dem 
Reaktionsmechanismus der ebenfalls intravasal wirksamen  seltenen 
Erden vergleichen zu kénnen. 

Als Ferment verwendeten wir hochgereinigtes Prothrombin, 
welches mit gekochter Thrombokinase und Calcium in Thrombin ver- 
wandelt wurde. Als Substrat verwendeten wir nicht gereinigte oder 
nur adsorptiv prothrombinfrei gemachte Plasmen, um das Heparin 
stets in Gegenwart seines antithrombischen Komplements zur Wirkung 
kommen zu lassen. 

Wir lieBen dem Proferment stets 2 Stunden Zeit zur Aktivierung 
und gaben dann die Aktivierungsmischung zu vorgewiirmtem Plasma. 
Selbstverstindlich wurden alle Untersuchungen stets bei 37° durch- 
gefiihrt. 

Wir haben nun verschiedene Heparinmengen sowohl schon zum 
Beginn der Aktivierung, wie auch erst nach der zweistiindigen Akti- 
vierung, dem Gerinnungssystem zugesetzt. Wir fanden sowohl bei 
Verwendung von MgSQ,-Plasma wie von Oxalatplasma starke Hem- 
mung. Der Hemmungseffekt war gleichgroB bei Zusatz des Inhibitors 
zur ersten und zur zweiten Gerinnungsphase. Das bedeutet, daB die 
Thrombinbildung, d.h. also die erste Gerinnungsphase, jedenfalls im 
vorliegenden Reinheitsgrad, durch Heparin nicht gehemmt wird, 
wiihrend die Plasmagerinnung durch Thrombin stark verzégert  er- 
scheint. Wir haben keine geeignete Substanz gefunden, die ohne Beein- 
flussung der iibrigen Gerinnungskomponenten die Ausfillung des 
zugesetzten Heparins nach der ersten Gerinnungsphase erlaubt, glauben 
aber, daB die Unwirksamkeit des Heparins in der ersten Phase auch 
aus dem oben angefiihrten Ergebnis geschlossen werden kann. 

Auch bei der Recalcifizierung von Oxalatplasma wirkt Heparin, 
worauf schon Howell (1. ¢.) hingewiesen hat, stark gerinnungsverzégernd, 
und zwar gleich stark, ob man das Heparin dem Plasma vor oder nach 
der Kalkzugabe zusetzt. 

Setzt man Heparin dem System Thrombin—Plasma zu, so findet 
man ebenfalls starke Gerinnungshemmung. 

Es diirfte demnach kein Zweifel bestehen, daB das Heparin oder 
aber Heparin mit einem im Plasma vorhandenen Komplement, als 
echtes Antithrombin die zweite Gerinnungsphase hemmt. 
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Wir haben nun die Beziehungen zwischen Thrombokinase und 
Heparin zu kliren versucht. Quick, l.c., nimmt ja an, daB diese beiden 
Stoffe Antagonisten sind. Unsere Versuche haben ergeben, dal die 
Inhibitorwirkung des Heparins zu einem Teil durch Thrombokinase 
aufgehoben werden kann. Es gelingt aber nie, die Heparinhemmung 
auch durch groBen ThrombokinaseiiberschuB ganz zu iiberwinden, 
weder wenn man die beiden Blutgerinnungsphasen hintereinander ab- 
laufen liBt, noch wenn man die zweite Phase allein betrachtet. Es ist 
erstaunlich, daB die Thrombokinase auch in der zweiten Phase der 
Blutgerinnung als Antagonist des Heparins wirksam ist, wenn man 
bedenkt, daB die Thrombokinase den Ablauf der zweiten Gerinnungs- 
phase weder bestimmt noch beeinfluBt. 

Viel stirker ist die Heparin enthemmende Wirkung der Thrombo- 
kinase im recalcifizierten Oxalatplasma. Hier kénnen Heparinmengen, 
die in anderen Systemen vollige Ungerinnbarkeit hervorrufen, durch 
Thrombokinase véllig ausgeschaltet werden. Dies deutet auf die Not- 
wendigkeit eines Heparinkomplementes fiir die erste Gerinnungs- 
phase hin. 

Wir erkliren uns den Vorgang folgendermaBen: Das Antithrombin 
(Heparinkomplement I1*) kann durch Thrombokinase nur zum Teil 
enthemmt werden, wihrend das Antiprothrombin (Heparinkomple- 
ment I*) durch geniigende Thrombokinasemengen vollig ausgeschaltet 
werden kann. 

Wir haben nun auch die Prothrombinmenge in der ersten Blut- 
gerinnungsphase erheblich vermehrt. Hierdurch wurde die Heparin- 
hemmung nur wenig verringert. Bei Anwendung héherer Prothrombin- 
mengen wird wohl auch ein Unterschu8 Thrombokinase die langsame 
Gerinnung mitbegriindet haben. 

Eine endgiiltige Klirung dieser verwickelten Verhiltnisse wird 
wohl erst dann méglich sein, wenn man die Heparinhemmung der 
ersten Gerinnungsphase getrennt untersuchen kann. Dies wird aber 
nur gelingen, wenn man das Heparin ohne Beeinflussung der Akti- 
vierungsmischung aus dieser zu entfernen gelernt hat, denn sonst wird 
das Heparin ja zwangsliiufig in die zweite Gerinnungsphase mit tber- 
nommen. 

Diese Schwierigkeit tritt bei der Untersuchung des Hemmungs- 
mechanismus der seltenen Erden nicht auf, denn die Entfernung der 
Erden gelingt ohne weiteres durch Oxalation, welches in den kleinen 
verwendeten Konzentrationen die Gerinnung nicht beeinfluBt. Dagegen 
muB man stets in Betracht ziehen, daB die Salze der seltenen Erden 


* Es soll durch diese Bezeichnung nicht gesagt werden, daB® nicht auch 
Komplement I und ILI identisch sein kénnen. Wir sind mit dieser Frage be- 
schaftigt. 
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H. Dyckerhoff u. O. Griinewald: 


Proteine ausfillen kénnen und daB diese Fillungen abhingig von den 
physikalischen Milieubedingungen sind!. Wir haben stets auf derartige 
Erscheinungen besonders geachtet. Die kleinen von uns als Inhibitor 
verwendeten Mengen fiillen sicher kein EiweiB, doch sind die Ergebnisse, 
die mit gréBeren Mengen gewonnen wurden (32y Erdion und mehr) 
nur unter gewissen Voraussetzungen deutbar. 

Fischler und Roeckl? erkliiren sich die intravasale Blutgerinnungs- 
hemmung der seltenen Erden durch die Ausfillung des Blutfibrinogens 
bzw. durch eine irreversible Bindung der Erdionen an Fibrinogen, die 
die Gerinnung unmdéglich macht. 

In ausfiihrlichen Tierexperimenten konnte jedoch Vincke3 nach- 
weisen, daB die Erden den Fibrinogenspiegel nicht wesentlich herab- 
setzen. Er kommt zu dem SchluB, daB ,,die seltenen Erden dadurch 
die Blutgerinnung hemmen, daB sie als Antiprothrombine wirken‘. 
Dies wurde festgestellt fiir die Elemente Lanthan, Cer, Samarium, 
Neodym und Praseodym4. 

Wir haben nun Neodymacetat und in einigen Fiillen Praseodym- 
chlorid, Erbiumehlorid, Samariumacetat und Ceracetat in gleicher 
Weise untersucht wie das weiter oben fiir Heparin beschrieben wurde. 

Setzt man Neodym der ersten Gerinnungsphase zu, so wird die 
Thrombinbildung stark gehemmt. Testet man nun die Aktivierungs- 
mischung gegen MgSQ,-Plasma, so bleibt das Neodymion in beiden 
Gerinnungsphasen wirksam. Aus dem Vergleich eines derartigen 
Versuches mit einem gleichartigen, bei dem jedoch das Neodym erst 
nach Ablauf der ersten Gerinnungsphase zugesetzt wurde, erkennt man, 
daB die erste Phase sehr stark, die zweite jedoch erst von groBen Neodym- 
dosen schwach gehemmt wird. Auch nach Entfernung des Plasma- 
prothrombins durch Adsorption indert sich das Bild nicht. 

Verwendet man Oxalatplasma als Substrat, so kommt das Neodym- 
ion nur in der ersten Phase zur Wirkung, denn beim Zusammengeben 
von Aktivierungsmischung und Oxalatplasma wird das Neodymion 
ausgefiillt. 

Es zeigte sich nun, daB das System mit MgSO,4-Plasma als Substrat, 
in welchem das Neodym beide Phasen beeinflussen kann, ebenso ge- 
hemmt wird wie das gleiche System mit Oxalatplasma als Substrat, 
in welchem das Neodym nur die erste Phase beeinflussen kann. 

Man kann aus diesem Ergebnis schlieBen, da Neodymion nur die 


erste Phase hemmt. 


1 Vgl. hierzu H. A. Oelkers, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 194, 477, 1940. 
— ® Fischler u. Roeckl, ebenda 189, 4, 1938. —- * Vincke, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 272, 65, 1941. — 4 Vincke u. Schmidt, ebenda 273, 39, 1942. 
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Vollkommen analoge Ergebnisse fanden wir bei Verwendung von 
Praseodym, Erbium, Cer und Samarium als Inhibitoren. 

Setzten wir einem Oxalatplasma sofort nach dem Recealcifizieren 
Neodym zu, so war mit Mengen, die in anderen Systemen stark hemmen, 
keine Verzégerung der Gerinnung zu beobachten. Dieser Befund ist 
iiberraschend, wenn man bedenkt, daB beim Reealcifizieren zuniichst 
die erste Gerinnungsphase ablaufen muB, die doch von Neodym stark 
gehemmt wird. 

Die auBerordentlich schwache Wirkung des Neodyms auf die zweite 
Blutgerinnungsphase bestitigte sich in Versuchen, in denen fertig 
gebildetes Thrombin einem Plasma zugesetzt wurde. 

Wenn sich auch in den von uns gepriiften Systemen die Erdionen 
einerseits und das Heparin andererseits iuBerst verschieden verhielten, 
so zeigte sich doch weitgehende Ubereinstimmung im Verhalten dieser 
Substanzen gegeniiber Thrombokinase. 

Die Neodymhemmung der ersten Blutgerinnungsphase lieB sich 
dureh Thrombokinasevermehrung stark herabsetzen, doch konnte auch 
hier die Hemmung nur bei Anwendung kleinster Neodymmengen vollig 
ausgeschaltet werden. 

Im System Oxalatplasma—Calcium, in welchem ja ohnehin schon 
keine Hemmung gefunden wird, wird auch die durch Thrombokinase- 
zusatz hervorgerufene beschleunigte Gerinnung durch Neodymzusatz 
nicht verlingert. 

Zusammenfassend kann also folgendes gesagt werden: 

Das Heparin beeinfluBt die erste Gerinnungsphase nicht. Es muB 
allerdings noch untersucht werden, ob nicht ein im Plasma vorhandenes 
Komplement dem Heparin Antiprothrombineigenschaften verleihen 
kann. 

Die seltenen Erden hemmen die erste Phase der Blutgerinnung, 
miissen also als Antiprothrombine angesprochen werden. 

Die Beziehungen zwischen allen genannten Gerinnungsinhibitoren 
und Thrombokinase sind quantitativ unklar. Sicher ist, daB Thrombo- 
kinase sowohl Heparin wie die seltenen Erden teilweise enthemmen 
kann. Wir stellen uns die Verhiiltnisse so vor, daB von dem Akti- 
vatorengemisch Thrombokinase einige Komponenten durch die Inhibi- 
torer gebunden werden kénnen, andere nicht. 

Die freien Komponenten der Thrombokinase sind nicht in der 
Lage, alles Prothrombin zu aktivieren. Diese Vorstellung ist natiirlich 
nur sinnvoll, wenn man sich die Prothrombinaktivierung als Ent- 
hemmung vorstellt!. 


1 Vgl. hierzu Dyckerhoff, Fermentforsch. 17, 94, 1943. 
Biochemische Zeitschrift Band 315. g 
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Das Heparin hemmt die zweite Gerinnungsphase stark, allerdings 
in einem Plasma, welches Komplement enthalten miiBte. 


Die seltenen Erden hemmen die zweite Gerinnungsphase nicht. 
Die bei hohen Konzentrationen in Erscheinung tretenden kleinen 
Hemmungseffekte sind sicher durch Denaturierung gerinnungswichtiger 
Proteine zu erkliren. 

Wie wir schon 6fter betont haben!, halten wir es fiir wahrscheinlich, 
dai die Entstehung des aktiven Thrombins aus seiner gehemmten 
Vorstufe, dem Prothrombin, sowohl durch Wegadsorption des Hemmungs- 
kérpers, als auch durch proteolytischen Abbau des Hemmungskorpers 
geschehen kann. 


Alle Betrachtungen und Untersuchungen dieser Arbeit beschaftigen 
sich nur mit der adsorptiven Aktivierung des Prothrombins. Wir 
werden auch die Wirkung von Heparin und seltenen Erden auf die 
proteolytische Prothrombinaktivierung in den Kreis unserer Be- 
trachtungen ziehen. 


Experimenteller Teil. 
A. Verwendete Losungen und Prdparate. 


. Als Thrombokinase verwendeten wir gekochten Lungenextrakt. 
. Standard-Throm bin. 

. Prothrombin und Thrombin nach Seegers?. 

. MgSO,-Plasma. 

. Oxalatplasma. 

. Adsorbierte Plasmen. 

Die Darstellung dieser Substanzen wurde in einer friiheren Arbeit? genau 
beschrieben. 

7. Neodymacetatlésung. (Sterile Ampullen, die 5ecm 10% ige Neodym- 
‘acetatlésung enthalten und die die Firma Lingner-Werke A.-G. unter dem 
Namen ,,Parathrodym* als Thromboseprophylakticum herstellen.) 

8. Praseodymchloridlésung. 

9. Erbiumchloridlésung. 

10. Samariumacetatlésung. 

11. Ceracetatlésung. 

Wir danken an dieser Stelle der Auer A.-G. in Berlin fiir die freundliche 
Uberlassung der seltenen Erdsalze. 

12. Heparin. 

Wir verwandten die Liqueminlésung von Hoffmann-La Roche, 4° 99, Berlin, 
fiir deren Uberlassung wir bestens danken. Die einzelnen Ampullen waren in der 
Hemmungswirkung ungleich. Wir haben daher 25 Ampullen vermischt. 


oF Wh = 


7) 


1 Vgl. hierzu Dyckerhoff, Fermentforsch. 17, 94, 1943. — ® Seegers, Smith 
u. Brinkhous, J. of biol. Chem. 123, 751, 1938. — * Dyckerhoff u. Marz, diese 
Zeitschr. 313, 107, 1942. 
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B. Angewandte Methodik. 


Die Feststellung der Thrombokinaseaktivitat, des Thrombingehaltes und 
der Prothrombinaktivierung geschah in der gleichen Weise, wie wir das friiher 
beschrieben haben!. 

C’. Versuchsergebnisse. 


Tabelle I. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Neodymacetat. 








po Vesweniletes yen Gerinnungszeit nach Zugabe von y Neodymion 
Nr. Plasma zu Phase | 0 2 4 8 16 A 32 | 64 4 “128 
| a { I 31” | 60" | 1’ 20’ | 2’ 3’ 10°} 7 15’’ | co 
2), MgSO, 4 qr 33") 30”| 33”, 34”, 36” BO” 2, 4 
3 p MgSO, { I 29” | 63" | 1’ 30" 4’ 6 11’ oo | CO 
4 adsorbiert | II 28" | 32" Sr”; 36") 66"\1'30") 4 | 18’ 
5 ii) Oxalat | I 32” | 44" 1°06" 2' 10” 4’ 7 11’ co 
6 |{ adsorbiert | II Sl” | SF’ 34”; 32°) 31”) 37"| 42° | 46” 
7 || MgSO, adsor- | I 132” 50" | 1’ 20''|3’ 30" | 5’ 10’ oc | 0O 
8 || biert + Oxalat | II a9” | 31” 32°) -30"). 38") .38" 42": 4a" 


In Tabelle | wurde die zur Bestimmungsprobe verwendete Pro- 
thrombinmenge so gewiihlt, da die Gerinnungszeit nach 2 Stunden 
Aktivierung gegeniiber dem jeweiligen Gerinnungssubstrat etwa eine 
halbe Minute betrug. So konnten, trotz der verschiedenen Gerinnungs- 
fihigkeit der Substrate, vergleichbare Zahlen gewonnen werden. In 
den Versuchen 7 und 8 setzten wir einem wie iiblich dargestellten 
adsorbierten MgSO 4-Plasma 2 mg Ammoniumoxalat pro cem zu. Mit 
co Gerinnungszeit bezeichnen wir Proben, die nach _ halbstiindiger 
Beobachtung noch nicht geronnen waren. Bei Neodymzusitzen von 
32 y und mehr beobachteten wir, dafs das Fibrin sich nicht in gewohnter 
Weise zusammenballen liBt. Diese Erscheinung trat auch in allen 
weiter unten beschriebenen Versuchen auf. Wir haben auf diese Tat- 
sache schon in friiheren Arbeiten? hingewiesen. 

Bei Verwendung von MgSQ,-Plasma als Substrat zeigt sich eine 
starke Hemmungswirkung des Gesamtgerinnungssystems (1). Setzt 
man das Neodymacetat erst nach der Thrombinbildung zu, so ist die 
Hemmung auBerordentlich viel schwiicher (2). Das gleiche Verhalten 
zeigt ein durch Adsorption prothrombinfrei gemachtes MgSO4-Plasma 
(3 und 4). Auch bei Verwendung von Oxalatplasma als Substrat sieht 
man eine starke Hemmung (5), die in der ersten Phase sich auswirken 
muB, weil in der zweiten Phase das Neodymacetat infolge des Oxalat- 
iiberschusses keine Wirkung mehr entfalten kann (6). 


1 Dyckerhoff u. Marx, diese Zeitschr. 313, 107, 1942, und zwar S. 116. 
2 H. Dyckerhoff u. M. Wick, Zeitschr. f. exper. Med., im Druck. 
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132 H. Dyckerhoff u. O. Griinewald: 
Um zu beweisen, daB der nahezu ungehemmte Ablauf der zweiten 
Gerinnungsphase bei Gegenwart von Neodym und Oxalat (6) durch 
Ausfillung des Neodyms, nicht durch Unterschiede zwischen Mg SQ,- 
und Oxalatplasma, bedingt ist, haben wir einem MgSO 4-Plasma Oxalat 
zugesetzt. Auch hier starke Hemmung der ersten Phase (7) und un- 
gestérter Ablauf der zweiten Phase (8), obwohl der Oxalatzusatz die 
Gerinnungsfihigkeit des MgSQ4-Plasmas nicht beeintrichtigt. 


Wirkung von Neodymzusatz bei der Reealcifizierung von Oxalatplasma, 


Kleinere Mengen Neodymacetat (bis 16 y Neodymion) hemmen die 
Gerinnung eines Oxalatplasmas, das mit Calcium versetzt wurde, nicht. 
GréBere Mengen kénnen nicht untersucht werden, da Eiweiffillung 
erfolgt, welche jede Gerinnungsbeobachtung ausschlieBt. id 

Die Wirkungslosigkeit kleiner Neodymacetatmengen ist ver- 
stiindlich, wenn man das Neodymsalz vor der Ca-Zugabe zugibt, denn 
dann tritt Fallung von Neodymoxalat ein. Aber auch wenn man das 
Oxalat durch Kalk schon gefillt hat, beobachtet man mit Mengen, die 
die Aktivierung von isoliertem Prothrombin stark beeintriichtigen, 
keine Hemmung. Es scheint also bei der Recalcifizierung des Oxalat- 
plasmas bereits viel fertig gebildetes Thrombin vorzuliegen. Es sei an 
dieser Stelle erwihnt, daB Blut von Tieren, welches durch intravenése 
Neodyminjektion intravaskulir ungerinnbar gemacht wurde, auch dann 
beim Recalcifizieren gerinnt, wenn man das Blut in einem Ovxalat- 
iiberschuB auffingt. Hier scheint also das eingespritzte Neodymion 
entweder vom Tierkérper in eine nichtionisierte Form iiberfiihrt worden 
zu sein, oder aber das Neodym gibt nur den AnstoB zur intravaskuliren 
Gerinnungshemmung, die dann aber, auch in Abwesenheit von Neodym- 
ion, einige Zeit wirksam bleibt. 


Tabelle Il. Hemmung der zweiten Blutgerinnungsphase durch 
Neodymacetat. 





Ferinnungszeit in Min. bei Zusatz \on y Neodymion 
Verwendetes Ferment : jason . 
0 tr . 4 8 16 32 64 128 256 
|| 
Standardthrombin || 


1’ 20" 1’ 20’"| 1° 30°") 1° 33''| 1’ 438" 
Thrombin Seegers | 1'15" 1'16" 1°20’ - | 


3n" . 


wte 


30’; 4’ |6'30'| oo 
| a |? 


Wir verwandten | mg Standardthrombin und eine Menge der mit 
Thrombokinase und Ca aktivierten Prothrombinlésung, die ungefiihr 
die gleiche Gerinnungszeit ergab (Thrombin Seegers). Als Substrat 
verwendeten wir nicht adsorbiertes MgSO,4-Plasma. Tabelle II zeigt. 
daB die zweite Gerinnungsphase durch Neodymacetat nur schwach 
gehemmt wird, 
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Tabelle II. Hemmung der beiden Biutgerinnungsphasen durch 


Heparin. 





Ver- aS eT Liquemin Gerinnungszeit nach Zugabe von emm Liquemin 
such é zugegeben 

: Plasma Pita tei - 

Nr. zu Phase 0 0,1 0.5 l 2 3 6 10 


1l) wean. f| 2E |2eria9"| se” aovarsevissao| 7 | o 
oj MgSO. |) mr figer|3o") 31” 4a" 44/8" 18") 7° 80") 
3.) MgSO, {| I | 30" 29"\1"05"2 3" = '7'30">15' | 0 

| adsorbiert | IT 31” 31” 1'04"2"04"3'30" 7" > Bw 
5 |) Oxalat | | og" | 29" 31°! 48°11 3y''9’ 8’ x 
6 || adsorbiert | IL 28” 28” 30" 4271'33"2'45" 6’ x 


, 

Die Versuchsanordnung in Tabelle [I] entspricht in allem der 
Tabelle I. Flockungen des Fibrins wurden bei Heparinzugaben nicht 
beobachtet. 

Tabelle IIT zeigt, daB Heparin gleichmaBig hemmt, ob es nun auf 
die gesamte Gerinnung wirkt, oder ob es erst zur zweiten Phase zu- 
gesetzt wird. 

Tabelle IV. Wirkung von Heparinzusatz bei der Recalcifizierung von 
Oxalatplasma. 





Liquemin Gerinnungszeit des Plasmas bei Zusatz von emm Liquemin 

nugeget - / cco 

zugegeben 0 0.1 0.25 0.5 l 2 5 10 
Vor Ga... ..... 3 456” | 4’ 26" | 6 12” | G30" | 8° 10” 10’ 90 x 
Nach Ca...... a 45" | 4°23" | 6 20" ; 6 Is" | F 00" 10’ x on 


Tabelle LV zeigt, daB durch Heparin die Gerinnung von recalcifi- 
ziertem Oxalatplasma fast ebenso gehemmt wird, wie das System 
Prothrombin— Ca— Thrombokinaseplasma. 


Tabelle V. Hemmung der zweiten Blutgerinnungsphase durch 
Heparin. 





< : Gerinnungszeit bei Zusatz von cmm Liquemin 
Verwendetes Ferment 


0 0,1 0.5 l 2 
Standardthrombin ...... 40" 41” 5’ 20" oc oo 
Thrombin Seegers ...... 42°’ 43" 5’ 10” oc x 


Wir verwendeten 2 mg Standardthrombin und eine Menge der mit 
Thrombokinase und Ca aktivierten Prothrombinlésung, die gegeniiber 
MgSQ,-Plasma ungefihr die gleiche Gerinnungszeit ergab. 

Tabelle V zeigt, daB die zweite Gerinnungsphase durch Heparin 
stark gehemmt wird. 
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Tabelle VI. Ausschaltung der Neodymhemmung durch Thrombo- 
kinasevermehrung in der ersten Blutgerinnungsphase. 





Angewandte Menge Gerinnungszeit bei Zusatz von 7 Neodymion 
Thrombokinaseion 
in ecm 4 8 16 32 64 
0,1 1°15" 2 12" 4’ 7 30” Li’ 
0,2 50” 1’ 10” a 6’ 
0,4 3 47” ri 4 10’ 
0,8 = 48" 1’ 30” 3’ 30" 8’ 
1,0 30” 46" 1’ 30” 3' 30” 8’ 


Tabelle VI zeigt, daB ein Teil der Hemmungskraft der Neodym- 
ionen durch Thrombokinase ausgeschaltet werden kann. 


Als Ferment diente eine in iiblicher Weise zusammengesetzte 
Prothrombin Ca— Thrombokinasemischung, die wir wie iiblich zu- 
sammen mit dem Neodymion 2 Stunden aktivieren lieBen. Als Sub- 
strat diente adsorbiertes Oxalatplasma. Die Prothrombinmenge war 
so gewihlt worden, da8 ohne Neodymzusatz die Gerinnungszeit ca 
eine halbe Minute betrug. Diese war mit allen angegebenen Thrombo- 


kinasemengen die gleiche. 


Tabelle VII. Ausschaltung der Neodymhemmung durch Prothrombin- 
vermehrung in der ersten Blutgerinnungsphase. 





Angewandte Gerinnungszeit bei Zusatz von y Neodymion 
Prothrombinmenge ee 
in ecm 4 8 16 32 64 
0,05 3' 4’ a 9’ 
0,1 45” 1’ 30” a 4’ ‘s 
0,2 12” 14” 21" 3’ 5’ 
0,4 6” 6" Q"’ 1’ 30" 4’ 
0,6 i 6" 6" 40” 2’ 
0,8 6" 6" .* 30" 2" 


Die Versuche sind vollkommen analog denen der Tabelle VI durch- 
gefiihrt. 0.05cem Prothrombinlésung gab nach der Aktivierung 
22 Sekunden Gerinnungszeit, 0,1 cem 15 Sekunden, 0,2 cem 10 Sekunden, 
0,4, 0,6 und 0,8 eem 6 Sekunden. 


Tabelle VII zeigt, daB Prothrombinvermehrung die Inhibitor- 
wirkung des Neodymions auch teilweise zu kompensieren vermag. Die 
mengenmiBigen Beziehungen zwischen Proferment und Hemmungs- 
kérper sind schwer abzuschiitzen, weil bei Verwendung von mehr Pro- 
ferment die Gerinnungszeit ohne Neodymzusatz unter 5 bis 6 Sekunden 
nie gefunden wird, da die Gerinnung eine gewisse Induktionszeit 


braucht. 
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Wirkung von Neodymzusatz 
auf das System Oxalatplasma—Ca—Thrombokinase, 

Nach Quick kann man den Prothrombingehalt eines Oxalatplasmas 
messen bzw. den Prothrombingehalt des Blutes, aus dem dieses Plasma 
gewonnen war, wenn man dem Oxalatplasma vor der Recalcifizierung 
einen ThrombokinaseiiberschuB zusetzt. Es zeigte sich, daB kleine 
Neodymmengen (bis 8 y Neodymion) die Gerinnungszeit dieses Systems 
nicht beeinflussen. Die Anwendung griBerer Mengen war, infolge 
EiweiBausflockung, nicht méglich. Bei Verwendung kleinerer Thrombo- 
kinasemengen sahen wir 6fters Hemmungseffekte, doch waren die 
Ergebnisse nicht einheitlich. 


Ausschaltung der Neodymhemmung der zweiten Blutgerinnungsphase 
durch Thrombokinase, 

Wie aus Tabelle [1 ersichtlich, ist die Beeinflussung der zweiten 
Gerinnungsphase durch Neodym recht gering. Diese geringe Hemmung 
kann durch Thrombokinasezusiitze weitgehend kompensiert werden. 
Wir méchten jedoch von Zahlenangaben absehen, weil die zur Aus- 
schaltung der Hemmung benétigte Thrombokinasemenge zu sehr vom 
Zustand des Plasmas abhingt. Auch Alter und Herstellungsart der 
Thrombokinase sind ohne EinfluB. 


Tabelle VIII. Ausschaltung der Heparinhemmung dureh Thrombo- 
kinasevermehrung in der ersten Blutgerinnungsphase. 





Angewandte Menge Gerinnungszeit bei Zusatz von cmm Liquemin 





Thrombokinase 
in ccm 1 2,5 5 10 
0,1 34” 2’ 7 oc 
0,2 30" 1’ 30” 4’ oc 
0,4 29" 1’ 15" om 12’ 
0,8 28” 50” 3’ 8’ 
1,0 29" 45" Si 7 


Die Versuchsbedingungen der Tabelle VILL entsprechen in allem 


den Versuchsbedingungen der Tabelle VI. Auch hier ein gewisser 


Tabelle IX. Ausschaltung der Heparinhemmung durch Prothrombin- 
vermehrung in der ersten Blutgerinnungsphase. 





Angewandte Menge Gerinnungszeit bei Zusatz von cmm Liquemin 


Prothrombin oan : ss 

in ecm 1 2,5 5 10 
0,05 37" 1’ 40” 7 fore 
0,1 36” 1’ 20” 5’ foe 
0,2 34” 1’ 10” 3/30" 5’ 30” 
0,4 30” if IQ” 3' 30” 6' 
0,6 32" 1’ 05” 3’ 30" 6’ 
0,8 30” 1’ 08" 3° 16” 6' 
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Antagonismus Heparin—Thrombokinase, allerdings bei véllig undurch- 
sichtigen quantitativen Beziehungen. 

Die Versuchsbedingungen in Tabelle 1X entsprechen ganz den in 
Tabelle VIL mitgeteilten. Auch die Gerinnungszeiten der verschiedenen 
Prothrombinmengen ohne Liqueminzusatz sind die gleichen wie in 
Tabelle VII. Man sieht, daB die Prothrombinvermehrung die Heparin- 
hemmung nur wenig beeinfluBt. 


Tabelle X. Wirkung von Heparinzusatz auf das System 
Oxaijlatplasma—Ca— Thrombokinase. 





_ Lugesetzte Gerinnungszeit des Plasmas bei Zusatz von cmm Liquemin 
Thrombokinase : 
in ccm 0 0,1 0,25 0,5 1 2 5 
0,5 50" 51” 52” 50” 55°’ 57" i’ 30" 
1,0 50” 50” 49" 50’ 52" 53” 54” 


Tabelle X zeigt, daB in diesem System die Thrombokinase, die 
allerdings in groBem UberschuB angewendet wurde, imstande ist, den 
Hemmungseffekt des Heparins weitgehend auszuschalten. Der Ver- 
gleich mit Tabelle [V zeigt, wieviel stirker die Hemmung des Heparins 
in Abwesenheit von Thrombokinase ist. 


Tabelle XI. Ausschaltung der Heparinhemmung der zweiten Blut- 
gerinnungsphase durch Thrombokinase. 





Zugesetzte Menge Gerinnungszeit bei Zusatz von emm Liquemin 
Thrombokinase ; 
in ecm 0 0,25 0,3 0,4 0,5 1 
0 40” 2" 3’ 4’ 5’ 20" 20 
0,1 41” 1’ 30” 2' 30” 3° 10” 4°10” oo 
0,25 42" 50” 1’ 30" 2° 10" 3’ 06" ie a 
0,5 40” 51” 1’ 10" l' 30" 2’ a 15" 
1,0 41” 52” L' 05" 1’ 26" 1’ 40” 2 20” 


Als Ferment verwendeten wir 2 mg Standardthrombin, dessen 
Gerinnungszeit sich durch Thrombokinasezusatz nicht veriinderte. 

Tabelle XI zeigt, daB Thrombokinase als Antagonist des Heparins 
wirksam ist. Auch hier kénnen aber selbst kleine Heparinmengen dureh 
groBbe Thrombokinasemengen nicht ganz ausgeschaltet werden. 

Die Versuchsbedingungen der Tabelle XII] entsprechen in allem 
denen der Tabelle I. 

Tabelle XII zeigt, daB wesentliche Unterschiede in der Hemmungs- 
wirkung der einzelnen seltenen Erdionen nicht bestehen. 
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Zusammenfassung, 


1. Heparin ist in gereinigten Systemen nicht in der Lage, die erste 
Blutgerinnungsphase zu hemmen. 


2. Heparin erweist sich im Plasma als starkes Antithrombin. 


3. Die seltenen Erden hemmen die erste Phase der Gerinnung, sind 
also echte Antiprothrombine. 

4. Die seltenen Erden sind ohne wesentlichen EinfluB auf die 
zweite Gerinnungsphase. 

5. Heparin und die seltenen Erden sind Antagonisten der Thrombo- 
kinase. Vollstindig kann die Hemmungswirkung dieser Substanzen 
durch Thrombokinase nicht tiberwunden werden. 


Diese Feststellungen haben nur Giiltigkeit fiir die adsorptive 
Aktivierung des Prothrombins. Die proteolytische Aktivierung des 
Prothrombins muB gesondert betrachtet werden. 


Der Forschungsfiihrung der Luftwaffe danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Fraulein Cilly Sitfels danken wir fiir ihre wertvolle experimentelle Mitarbeit. 





